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Resumen 
El paradigma clásico de la visión en vertebrados, donde conos y bastones son las únicas 
células fotorreceptivas presentes en el ojo, ha sido rebatido ante el descubrimiento de células 
retinales intrínsecamente foto-sensibles con expresión de melanopsina. En la exploración de 
ortólogos de melanopsina en varios animales, se ha encontrado que los pollos poseen una 
expresión masiva de este fotopigmento en la capa nuclear interna de la retina. Trabajos 
previos en nuestro laboratorio con este modelo evidenciaron la presencia de foto-sensibilidad 
en interneuronas retinales. Sin embargo, se desconoce si su fotorrecepción es eléctricamente 
silenciosa, o por el contrario, produce una señal transmisible que pueda modular funciones 
visuales. Para estudiar estas células sin interferencia sináptica, las retinas fueron disociadas 
enzimáticamente y su viabilidad fue corroborada con registros de patch-clamp de célula 
completa. Ensayos con indicadores de Ca
2+
 fluorescentes revelaron diferentes patrones de 
cambio ante estímulos de luz, y análisis correlativos sobre estos datos indicaron condiciones 
experimentales útiles en la investigación de estas respuestas. Con base en esta información, 
se realizaron experimentos electrofisiológicos donde se encontró modulación de corrientes 
voltaje-dependientes y manifestación de corrientes lentas suscitadas por foto-estimulación. 
Estos resultados demuestran la abundancia de fotorreceptores no convencionales en la retina 
del pollo, los cuales podrían intervenir en el procesamiento de información visual captada por 
el organismo. 
 
 
 
Palabras clave: melanopsina, pollo, células retinales, patch-clamp, imágenes de calcio, 
foto-sensibilidad.  
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Abstract 
The classic paradigm of vertebrate vision, where rods and cones are the only 
photoreceptors present in the eye, has been challenged by the discovery of melanopsin-
expressing, intrinsically photosensitive retinal cells. Exploration of melanopsin orthologs in 
various animals has found that chickens massively express this photopigment in the inner 
nuclear layer of their retina. Previous work with this model in our lab showed the presence 
of photosensitivity in retinal interneurons. However, it is unknown if their photoreception is 
electrically silent, or otherwise produces a transmissible signal that can modulate visual 
functions. To study these cells without any synaptic interference, retinas were 
enzymatically dissociated and their viability was confirmed with whole cell patch-clamp 
recordings. Tests with fluorescent Ca2+ indicators revealed different change patterns to 
light stimuli, and correlative analysis of the data indicated experimental conditions useful 
in the investigation of these responses. Based on this information, electrophysiological 
experiments were conducted, where modulation of voltage-dependent currents and 
display of slow currents arising from photo-stimulation were found. These results 
demonstrate the abundance of unconventional photoreceptors in the retina of the chicken, 
which could be directly involved in the visual information processing of this organism. 
 
 
Keywords: melanopsin, chicken, retinal cells, patch-clamp, calcium imaging, 
photosensitivity.  
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Introducción 
La visión es uno de los más grandes hitos evolutivos en la historia natural de los 
animales; la cual consiste en el aprovechamiento de la luz como fuente de información 
sobre el entorno. Desde su expresión más simple (como la fototaxis de algunos 
microorganismos), hasta sus funciones más complejas (como el reconocimiento espacial 
en vertebrados), la visión ha provisto a los organismos de un medio para detectar 
patrones ambientales y orientarse en torno a ellos, convirtiéndose en una habilidad 
decisiva en la competencia natural. Como prueba de su éxito evolutivo, esta modalidad 
sensorial se extiende en casi dos tercios del phyla animal, generando una gama diversa 
de mecanismos de fotorrecepción y órganos visuales finamente calibrados para las 
exigencias de cada especie (Fernald, 2006; Lamb, 2013; Shichida y Matsuyama, 2009). 
Por esta razón, el estudio de la fotorrecepción animal involucra la integración de dos 
enfoques de trabajo complementarios. Por un lado, el enfoque evolutivo, que esclarece el 
origen, relevancia y trascendencia de las estructuras visuales; contextualizando así las 
hipótesis de trabajo experimental. Y por otra parte, el enfoque funcional, encaminado al 
esclarecimiento de los mecanismos moleculares que sustentan los procesos de la visión 
animal. 
Origen molecular de la fotorrecepción animal: la rodopsina 
El origen de la fotorrecepción animal se remonta hace 710 millones de años 
aproximadamente, tras la aparición de proteínas transmembranales con sensibilidad a la 
luz acopladas a proteínas G (Lamb, 2013). Estas nuevas moléculas, genéricamente 
llamadas rodopsinas, confirieron a los organismos la capacidad de traducir señales de luz 
en respuestas intracelulares. Las rodopsinas son fotopigmentos compuestos por dos 
partes: una apoproteína de siete dominios transmembranales denominada opsina, y un 
grupo prostético derivado de la vitamina A ó cromóforo. El cromóforo se une a la opsina a 
través de una base de Schiff con un residuo de lisina en la séptima hélice alfa del lado 
interno a la proteína (ver Figura 1). 
El mecanismo de detección de luz en todas las rodopsinas consiste en la absorción de un 
fotón por el cromóforo, causando su isomerización y produciendo un re-arreglo 
conformacional en la opsina que redistribuye la orientación de las -hélices, exponiendo 
del lado citoplasmático los dominios de interacción con proteína G; el primer elemento en 
la cadena de efectores (Smith, 2010). Este sistema en la rodopsina posee una gran 
ventaja: el rango de longitudes de onda de los fotones absorbidos por el fotopigmento, o 
espectro de absorción, puede ser ajustado con las variaciones en la secuencia de 
aminoácidos de la opsina; y también por la presencia de alguno de los cuatro (A1 - 4) 
tipos posibles de cromóforos derivados de retinal (Hunt et al., 2009; Shichida y 
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Matsuyama, 2009). Por ello, no es inesperado que se conozcan más de 1000 secuencias 
diferentes de opsinas expresadas desde Cnidarios hasta Mamíferos, que cubren gran 
parte del espectro de luz visible entre 350-620 nm (Chang et al., 1995; Shichida y 
Matsuyama, 2009). Toda esta gama de rodopsinas se ha clasificado en tres clases: por 
un lado, aquellas rodopsinas que cumplen sólo con la función de fotoisomerasas, es 
decir, se encargan de la re-conversión del cromóforo a su isómero inicial usando 
estímulos de luz; por otro lado, los dos tipos de opsinas encargadas de la fotorrecepción, 
las c-opsinas y r-opsinas (Lamb, 2013). La nomenclatura atribuida a estos dos grupos de 
opsinas está asociada a su procedencia y función; en consecuencia, el prefijo “c-” se 
relaciona con opsinas presentes en la cascada de señalización de fotorreceptores 
ciliados, mientras que el prefijo “r-” corresponde a las opsinas de fotorreceptores 
rabdoméricos.  
 
Figura 1. Estructura general de las rodopsinas en animales. Estos fotopigmentos están constituidos por una 
proteína membranal llamada opsina y un cromóforo derivado de la vitamina A (retinaldehído). (A) Las 
opsinas poseen una secuencia de aminoácidos con siete dominios de alfa-hélices transmembranales. La 
región intracelular de la proteína es responsable de la interacción con proteínas G. La lisina que media la 
unión con el cromóforo se ubica en el séptimo dominio transmembranal (K, marcada en negro). (B) La 
detección de luz en la rodopsina empieza con la absorción de un fotón por el cromóforo, que conlleva a una 
isomerización desde la conformación 11-cis hacia la all-trans (o viceversa en rodopsinas biestables y 
fotoisomerasas). En el fotopigmento completo el cromóforo está embebido dentro de la opsina. Los 
aminoácidos que rodean la molécula estabilizan su enlace con la proteína y modifican su absorción de luz. 
Fuente: adaptado de Peirson et al., 2009; y de Shichida y Matsuyama, 2009.  
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Linajes de células fotorreceptivas en el sistema visual animal 
Los fotorreceptores son las células encargadas de la detección y transducción de 
estímulos lumínicos (Arendt, 2003). Su función cómo sensores de luz depende en gran 
medida de la cantidad de fotopigmento que pueden expresar. Por esta razón, y 
considerando que las opsinas son proteínas integrales de membrana, en el curso de la 
evolución de estas células hubo un aumento de su superficie membranal lo cual permitió 
alojar una mayor cantidad de fotopigmento. Según la manera como se produjo este 
incremento de la membrana, se generaron las dos clases de receptores ya mencionados: 
los ciliados, con extrusiones de membrana derivadas de un cilio modificado con un 
arreglo característico interno de microtúbulos; y los rabdoméricos, que poseen una zona 
membranal altamente compactada en microvellosidades, las cuales son invaginaciones 
de la membrana plasmática que contienen filamentos de actina (Lamb, 2013). Además 
de sus diferencias morfológicas, cada tipo de fotorreceptor traduce los estímulos de luz a 
señales eléctricas por medio de una cascada de transducción específica (ver Figura 2). 
En los fotorreceptores ciliados la activación por luz de una c-opsina se transmite a 
proteínas tipo Gt que activan fosfodiesterasas, las cuales reducen la concentración 
intracelular de nucleótidos cíclicos (habitualmente guanosín monofosfato cíclico, cGMP). 
Esto conlleva al cierre de canales activados por nucleótidos cíclicos, presentes en la 
membrana plasmática de estas células. En cambio, en los receptores rabdoméricos la 
activación de una r-opsina se propaga por proteínas tipo Gq que inducen la activación de 
fosfolipasa C, hidrólisis de fosfoinositidos y finalmente apertura de canales de membrana 
(típicamente del tipo TRP). La respuesta eléctrica final es distinta en cada tipo de 
fotorreceptor, con hiperpolarización del voltaje de membrana en los ciliados y 
despolarización en los rabdoméricos (Fernald, 2006; Shichida y Matsuyama, 2009). 
Comenzando desde un posible ancestro bilateral (Urbilateria), ambos linajes de 
fotorreceptores se han mantenido enteramente funcionales en la mayoría de animales 
excepto en los Vertebrados, los cuales parecían carecer de receptores rabdoméricos 
(Arendt, 2008; Lamb, 2013). Pero entonces, ¿cuál fue el destino de estos fotorreceptores 
en la evolución de los animales complejos? 
A lo largo de la evolución animal, se presume que los receptores rabdoméricos y ciliados 
pasaron por un proceso de división de labores que cambió la composición celular y 
complejidad de los órganos visuales; este es un modelo originalmente propuesto por 
Arendt et al., (2009). Este modelo parte de la premisa de que el ancestro Urbilateral de 
los animales presentaba un sólo tipo de fotorreceptor, precursor de los linajes ciliados y 
rabdomérico, que poseía todas las funciones necesarias para la visión, a saber: (1) la 
transducción de los estímulos de luz por medio de rodopsina, (2) el apantallamiento con 
gránulos de pigmento para reconocer la orientación del estímulo, y (3) la comunicación 
de la señal obtenida hacia otros efectores en el organismo. De esta célula multifuncional, 
se derivaron nuevas líneas celulares especializadas (ciliadas, rabdoméricas y gliales) que 
suplieron las anteriores labores al adquirir alguno de los siguientes roles funcionales: (1) 
las células fotorreceptivas encargadas de la detección de la luz mediante c-opsina o r-
opsina, (2) las células pigmentadas que sirven de pantalla a los receptores, y (3) las 
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interneuronas que procesan y transmiten la información visual. A medida que se iban 
especializando, las nuevas células fueron perdiendo las capacidades de sus precursoras; 
aunque retuvieron su maquinaria intracelular (i.e. factores de transcripción). En el caso 
de la retina de los vertebrados, la segregación funcional de cada linaje de receptores 
pudo haber sido funcionalmente excluyente para evitar redundancias (Lamb, 2013), 
relegando los predecesores rabdoméricos a funciones secundarias. Entonces se podría 
considerar que, si en los vertebrados los únicos fotorreceptores especializados en la foto-
transducción de los estímulos visuales son de tipo ciliado, es probable que los receptores 
rabdoméricos se hayan encargado de otras funciones no visuales (por ejemplo, la 
transmisión de señales eléctricas), que llevó incluso a la pérdida de su morfología. Esto 
implicaría que en el sistema visual de los vertebrados deberían existir líneas celulares 
con características “rabdoméricas” mínimas, las cuales probablemente hayan pasado 
desapercibidas en los estudios funcionales clásicos sobre su retina. 
 
Figura 2. Ilustraciones esquemáticas de los fotorreceptores rabdoméricos y ciliados con los componentes 
más relevantes en sus cascadas de foto-transducción. (A) Opsina rabdomérica (r, amarillo) y ciliada (c, 
amarilla), subunidades Gα (azul), arrestina tipo α y β (marrón) y quinasas de rodopsina (magenta). (B) 
Comparación simplificada entre dos cascadas de transducción representativas de fotorreceptores ciliados y 
rabdoméricos. Cada tipo de opsina activa una subfamilia de proteínas G que comienza una vía de 
señalización específica. El efecto eléctrico final sobre la membrana de los fotorreceptores es opuesta en 
cada vía, con apertura de canales e hiperpolarización en células ciliadas o bien cierre de canales y 
despolarización en células rabdoméricas. Abreviaturas: cGMP, guanosilmonofosfato cíclico; DAG, 
diacilglicerol; GTP,  guanosiltrifosfato; IP3, inositol-1,3,5-trisfosfato; PDE, Fosfodiesterasa; PIP2, 
Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PLC, Fosfolipasa C. Fuente: Adaptado  de Arendt, 2003; y de Fernald, 2006. 
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Células de origen ciliado/rabdomérico en la retina de vertebrados 
La retina de vertebrados es un tejido complejo organizado en distintas capas celulares, 
las cuales están compuestas por 6 tipos de células especializadas (Dowling, 1970; 
Purves, 2004); ver Figura 3. La primera capa corresponde al epitelio pigmentado (EP), el 
cual rodea la superficie de la membrana coroides en el ojo. Esta capa está compuesta 
por un estrato de células cúbicas con alto contenido de melanina que bloquea la reflexión 
difusa de la luz entrante. Además, también se encarga de la renovación del fotopigmento 
y mantenimiento de la membrana de los segmentos externos de los fotorreceptores. 
Dado que en su desarrollo estas células comparten factores de transcripción de ambos 
linajes de receptores (Bharti et al., 2006), se cree que existieron antes de la separación 
entre las células ciliadas y rabdoméricas (Lamb, 2013). 
En la siguiente capa de la retina, denominada como capa nuclear externa (CNE), se 
ubican dos tipos de fotorreceptores, conos y bastones. Ambos receptores, de tipo ciliado, 
transducen los estímulos de luz a través de una cascada de señalización por c-opsina 
que genera la hiperpolarización de sus membranas. Esta respuesta produce el cierre de 
canales de calcio voltaje-dependientes en el pedúnculo pre-sináptico de los receptores, 
reduciendo así la liberación del neurotransmisor que comunica la señal a interneuronas 
retinales. La zona donde se lleva a cabo este contacto sináptico se conoce como la capa 
plexiforme externa (CPE).  
Después de estas capas retinales se ubica la capa nuclear interna (CNI), dónde se 
encuentran los somas de las neuronas que reciben y modulan la señal de los 
fotorreceptores. En esta capa de la retina existe una enorme variedad de células (Kolb et 
al., 1992; MacNeil y Masland, 1998) que se clasifica en tres tipos principales: bipolares, 
horizontales y amacrinas. Las células bipolares se encargan de la transmisión vertical de 
las señales hacia la capa de células ganglionares (CCG). Por su parte, las células 
horizontales integran la información de los fotorreceptores, mientras las células 
amacrinas comunican subgrupos contiguos de células ganglionares y bipolares con el fin 
de que emerjan las propiedades de los campos receptivos visuales (Kolb, 2003; Purves, 
2004). Entre la CNI y la CCG se puede diferenciar la capa plexiforme interna (CPI), que 
aloja los procesos y árboles dendríticos proximales de las células bipolares, amacrinas y 
ganglionares. La información colectada por cada célula ganglionar es finalmente 
transmitida hacia centros de procesamiento en el cerebro a través del nervio óptico.  
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Figura 3. Estructuras básicas del ojo y composición de la retina en vertebrados. Las células de la retina 
están coloreadas según su tipo. Bastones (morado), conos (verde), horizontales (naranja), bipolares (azul), 
amacrinas (rojo), ganglionares (amarillo pardo). Fuente: Adaptado de Kolb, 2003; Purves, 2004  
Exceptuando las células bipolares, a las cuales se les ha atribuido un posible origen 
ciliado (Lamb, 2013), las demás interneuronas en la retina de vertebrados se han 
asociado con un ancestro rabdomérico común (Arendt, 2008). En apoyo de esto último, 
se han encontrado varias instancias donde las células horizontales, amacrinas y 
ganglionares de vertebrados expresan un conjunto de genes efectores y factores de 
transcripción homólogos a los encontrados en fotorreceptores rabdoméricos de 
invertebrados. Por ejemplo, las células horizontales y amacrinas comparten la expresión 
del factor de desarrollo Prox1, el cuál es ortólogo al gen prospero en Drosophila que se 
encarga del destino celular de sus fotorreceptores rabdoméricos (Arendt, 2003). Bajo 
este enfoque comparativo, la evidencia más contundente que sustenta esta noción ha 
sido el descubrimiento de una r-opsina en vertebrados, llamada melanopsina, la cual 
media la fotorreceptividad de un conjunto de interneuronas retinales encargadas de 
funciones visuales diferentes a las de conos y bastones. 
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Fotorrecepción no convencional en el sistema visual de vertebrados 
En los animales vertebrados, se han distinguido dos tipos diferentes de visión. La primera 
y más estudiada, la visión formadora de imágenes (o visión espacial), se caracteriza por 
una muy alta resolución espacio-temporal que permite discernir la profundidad y forma de 
objetos, extraer detalles cromáticos, seguir movimientos, y referenciar al organismo con 
respecto a su entorno (Purves, 2004). En contraposición, existe también la visión no-
formadora de imágenes (o no-espacial) que se encarga de reportar los cambios de 
irradiancia ambiental, con el fin de calibrar el reloj biológico interno que determina los 
ritmos diurnos y nocturnos (o ritmos circadianos); y también de ajustar la apertura pupilar 
(Peirson et al., 2009). Ambos tipos de visión dependen exclusivamente de la 
fotorrecepción ocular, pues la enucleación de ambos ojos conlleva a la pérdida de todas 
las funciones antes mencionadas (Nelson and Zucker, 1981). 
Tradicionalmente, se había considerado que los únicos sensores de luz en el ojo de 
vertebrados eran conos y bastones, capaces de captar toda la información requerida 
para la visión espacial y no-espacial. Sin embargo, en 1999 los investigadores Lucas y 
Foster hallaron evidencia en contra de este paradigma clásico. Usando ratones mutantes 
con degeneración únicamente de conos y bastones (homocigotos rd y rds), encontraron 
que el compás diario de la síntesis de melatonina en la glándula pineal (una de las 
funciones circadianas más conocidas en ese momento) persistía. Al estimular con luces 
monocromáticas (509 nm) los ojos de estos ratones carentes de ambos fotorreceptores 
convencionales, se constató que la producción de melatonina pineal se suprimía, 
generando un desfase de su ciclo circadiano. Más aún, la enucleación de ambos ojos 
anulaba completamente este efecto de los estímulos de luz  (Lucas y Foster, 1999). 
Estos hallazgos confirmaron la sospecha de que debía existir otro tipo de células foto-
sensibles diferentes a conos y bastones, capaces de transmitir su información desde el 
ojo hasta el centro de regulación responsable de la alteración circadiana de la melatonina 
en el cerebro, el núcleo supraquiasmático (NSQ). 
Con base en este resultado, Berson y colaboradores (2002) diseñaron un método para 
identificar estos fotorreceptores circadianos en el ojo de ratas de laboratorio. El 
procedimiento consistió en inyectar micro-esferas de látex fluorescentes en el NSQ por 
medio de técnicas estereotácticas. Una vez dentro del cerebro, estas partículas 
marcadas se difundían a todas las terminaciones nerviosas, incluyendo los axones de los 
nuevos fotorreceptores. Por transporte retrógado, las partículas se desplazaban 
gradualmente desde los procesos en el NSQ hasta su soma de origen, marcando 
fluorescentemente las células de interés. Al cabo de un tiempo, las ratas eran 
sacrificadas para estudiar sus ojos en búsqueda de las células marcadas. De esta 
manera, se encontraron los posibles fotorreceptores, correspondientes a un 1% de 
células de la capa ganglionar de sus retinas (Berson et al., 2002; Hattar et al., 2002). Una 
vez identificadas, era razonable preguntar si estas células captaban y traducían 
directamente los estímulos de luz, o si sólo transmitían la señal de otros fotorreceptores 
cascada arriba. Para resolver esta incógnita, el mismo grupo de investigadores aisló las 
células ganglionares mediante microdisección de la retina, eliminando cualquier contacto 
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sináptico que pudiera propagar la señal desde otras células. En estas condiciones, 
descubrieron que las células marcadas respondían ante estímulos de luz con una señal 
eléctrica propia; por lo cual les fue atribuido el nombre de células ganglionares retinales 
intrínsecamente foto-sensibles (sigla en inglés, ipRGCs), Berson et al., 2002.  
Inesperadamente, las propiedades fotorreceptivas de las ipRGCs resultaron ser muy 
diferentes a las de conos y bastones. En primer lugar, su sensibilidad a la luz y rapidez 
de respuesta son mucho menores que en los fotorreceptores convencionales, pues las 
células requerían de un estímulo muy largo e intenso (aproximadamente 1015 fotones∙s-
1∙cm-1 a 500 nm por 10 s) para generar un cambio eléctrico con duración de minutos; y 
con una latencia de 10-20 s hasta su pico máximo. Estas características concuerdan con 
las observaciones de los procesos circadianos en vertebrados, los cuales requieren de 
un mecanismo de detección de luz con un alto tiempo de integración de los estímulos. 
Ahora bien, contrariamente a lo que sucede con los fotorreceptores ciliados, los 
estímulos de luz en ipRGCs suscitan una despolarización (y no hiperpolarizacion) de la 
membrana celular (Berson et al., 2002), junto con un incremento del calcio intracelular 
(Hartwick et al., 2007), lo que sugiere una cascada de foto-transducción similar a la de 
las r-opsinas. Con el fin de caracterizar este nuevo fotopigmento, Berson y colaboradores 
examinaron el espectro de absorción de fotones en las ipRGCs, y encontraron un pico de 
absorción alrededor de 484 nm; diferente al de rodopsinas en bastones (≈510 nm) y en 
conos (360 y 508 nm para SWS y MWS respectivamente) de la retina de ratones (Fu and 
Yau, 2007). En conjunto, estos resultados demostraron la presencia de nuevos 
receptores de luz en la retina que presentaban un fotopigmento similar a opsinas 
rabdoméricas. Coincidencialmente, unos pocos años antes se había realizado el 
descubrimiento de una nueva r-opsina en vertebrados: la ya mencionada, melanopsina.  
El fotopigmento “rabdomérico” de vertebrados: la melanopsina 
Inicialmente, la melanopsina fue descrita como un fotopigmento funcional en los 
melanóforos cutáneos del anfibio Xenopus laevis (Provencio et al., 1998). Para esa 
época, se conocía que estos melanóforos desplazaban sus pigmentos hacia la periferia 
celular en respuesta a estímulos de luz azul y con presencia de retinaldehído, lo cual 
hacía suponer que una opsina estaba involucrada. En efecto, cuando Provencio y 
colaboradores sometieron extractos de proteínas de melanóforos a la acción de un 
anticuerpo contra rodopsina bovina encontraron una molécula inmunoreactiva, con un 
peso molecular diferente a las rodopsinas del mismo anfibio. Al buscar en librerías de 
cADN con todos los transcritos (mARN) de los melanóforos, encontraron una secuencia 
de un peso estimado muy similar que poseía las características estructurales de una 
opsina (siete dominios transmembrana, un residuo de lisina propenso a unión por base 
de Schiff, entre otras). A continuación, diseñaron un constructo de mARN con la 
secuencia de la opsina para ensayos de hibridación in situ, con los cuales demostraron 
que su expresión no sólo se ceñía a los melanóforos, sino también se presentaba en el 
núcleo supraquiasmático (NSQ) del cerebro, el iris, el epitelio pigmentado y la capa 
interna de la retina. Curiosamente, cuando los investigadores alinearon las secuencias 
reportadas de otras opsinas con la nueva secuencia, encontraron una mayor homología 
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con opsinas visuales presentes en los fotorreceptores rabdoméricos de invertebrados.  
En vista de que esta nueva opsina era significativamente diferente a las rodopsinas de 
vertebrados, y considerando que fue aislada de melanóforos, decidieron nombrarla como 
melanopsina. 
Poco tiempo después, la melanopsina fue encontrada en peces (Bellingham et al., 2002), 
pollos (Foster y Soni, 1998), ratones, primates y humanos (Provencio et al., 2000), 
reforzando la idea de que se trataba de una opsina común en los vertebrados. Al evaluar 
la síntesis del mARN para melanopsina en varios tejidos de los anteriores animales, se 
encontró que su patrón de expresión era similar al de Xenopus, con la presencia de 
opsina en las capas retinales internas cómo el factor común a todos. Por lo tanto, se 
razonó que este fotopigmento podía estar involucrado en algún mecanismo ó función 
fotorreceptiva de los vertebrados. No obstante, debido a la escasa expresión de 
melanopsina en los tejidos, hasta ese momento no se habían podido realizar estudios 
funcionales que demostraran su capacidad fotorreceptiva dentro de la retinas. Este 
panorama cambió poco tiempo después, con el desarrollo de nuevas metodologías que 
permitieron identificar y aislar in vivo los fotorreceptores con melanopsina en la retina de 
mamíferos. 
Conforme a estos hallazgos, el grupo de Berson sospechó que la melanopsina podía 
estar presente en los nuevos fotorreceptores que aislaron de la retina del ratón, las 
ipRGCs. Para comprobarlo, los investigadores crearon una línea de ratas con el locus del 
gen de melanopsina alterado, de manera que expresara simultáneamente el gen 
reportero Tau-lacZ que codifica para una fusión de la enzima ẞ-galactosidasa con la 
proteína Tau asociada a actina (Hattar et al., 2002). Al añadir el sustrato X-gal a cortes 
de tejido transgénico, las células con expresión de melanopsina y ẞ-galactosidasa 
produjeron un precipitado azul característico de la reacción con la enzima, marcando sus 
somas y procesos axonales. Haciendo un seguimiento de los procesos de estas células 
ganglionares mediante cortes histológicos a diferentes alturas del nervio óptico, se 
observó que sus axones extendían la tinción azul del X-gal hacia el NSQ; con lo cual se 
confirmó que eran las mismas ipRGCs identificadas anteriormente (Hattar et al., 2002). 
Para demostrar inequívocamente la relación de la melanopsina con las ipRGCs, 
realizaron pruebas en cortes de retina con dos anticuerpos contra B-galactosidasa y 
melanopsina respectivamente. La inmunoreactividad de ambos anticuerpos se ubico 
exactamente en las mismas células ganglionares, demostrando que la melanopsina está 
presente en las ipRGCs.  
Habiendo encontrado que la melanopsina se expresa en las ipRGCs, era necesario 
determinar si este fotopigmento era el responsable de las respuestas a la luz en estas 
células. Con ese propósito en mente, Lucas y colaboradores en 2003 engendraron 
ratones knock-out para el gen de melanopsina, reemplazando sus dos alelos 
directamente por el gen Tau-lacZ (mop-/-). Los animales control, con una copia alélica 
normal y otra reemplazada (mop+/-), poseían un fenotipo doble con la expresión tanto de 
melanopsina cómo de ẞ-Galactosidasa. Estas manipulaciones genéticas no afectaron el 
desarrollo de las ipRGCs en ninguno de los ratones; las células retuvieron su 
10 Análisis experimental de la respuesta a la luz en fotorreceptores no convencionales 
 
excitabilidad eléctrica normal y sus proyecciones al NSQ (visibles, de nuevo, por el 
subproducto de X-gal). Sin embargo, pese a que las ipRGCs en los ratones control 
retuvieron su foto-sensibilidad, las células de los ratones mop-/- perdieron completamente 
su despolarización de membrana en respuesta a estímulos de luz. Se postuló entonces 
que la melanopsina es el fotopigmento encargado de la foto-transducción de los 
estímulos de luz en las ipRGCs. Por lo tanto, fue confirmada la existencia y función de 
estos nuevos fotorreceptores no convencionales, encargados de complementar las 
labores visuales de los conos y bastones. 
Avances en el estudio de la fotorrecepción no convencional por melanopsina 
Una vez fue desenmascarado el papel de la melanopsina en los fotorreceptores de la 
visión no-espacial de mamíferos, los siguientes esfuerzos investigativos se concentraron 
en descomponer su mecanismo de foto-transducción. No obstante, los estudios de 
ipRGCs en mamíferos ofrecen dificultades para este propósito. En primer lugar, la 
proporción de células fotorreceptivas con melanopsina en su retina es supremamente 
baja, con sólo un 1% en la capa de células ganglionares, que corresponde a casi una 
ipRGC por cada 1200 interneuronas retinales (Jeon et al., 1998). En segundo lugar, los 
métodos necesarios para identificar y aislar estas células vivas de las demás neuronas 
de la retina son costosos y muy laboriosos, como los procedimientos antes explicados 
por microinyección de marcadores en el NSQ, o bien la generación de animales 
transgénicos con el gen reportero Tau-lacZ. En consideración de estas dificultades, los 
más recientes avances en el estudio de la melanopsina se han realizado con otros dos 
acercamientos: (1) la expresión heteróloga in vitro de la melanopsina en modelos 
animales no nativos, y (2) la caracterización electrofisiológica de las fotorrespuestas por 
melanopsina en células de la retina de otros vertebrados.  
Empleando el primer acercamiento, diferentes grupos de investigación han podido inducir 
foto-sensibilidad por expresión de melanopsina en líneas celulares HEK293 (Qiu et al., 
2005), Neuro-2a (Melyan et al., 2005), y en oocitos de Xenopus (Panda, 2005). Estos 
modelos han permitido el estudio de algunos mecanismos físico-químicos de la captación 
de fotones del fotopigmento (espectro de absorción, unión a cromóforos, etc.) y evaluar 
su afinidad a efectores de la cascada de foto-transducción rabdomérica (PLC, canales 
TRP, etc.). Sin embargo, estos modelos heterólogos tienen como desventaja que no 
permiten el esclarecimiento de las cascadas de señalización reales de la melanopsina en 
su entorno nativo, ya que el receptor implantado podría interactuar con una cascada 
endógena diferente a la que opera en las células nativas. De hecho, los resultados 
obtenidos con este acercamiento han sido contradictorios. 
El segundo acercamiento experimental para el estudio de la melanopsina ha requerido la 
búsqueda de modelos animales que posean su propia versión de esta opsina, y que no 
padezcan de la extrema escasez que ocurre en los mamíferos. La exploración de nuevos 
candidatos comenzó con la indagación de posibles secuencias ortólogas a la 
melanopsina en el reino animal, usando bases de datos con los genomas completos de 
varios organismos. En esas búsquedas, se encontró la existencia de dos copias del gen 
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para melanopsina (Opn4x y Opn4m) que se distribuyen a lo largo del phyla animal 
(Bellingham et al., 2006). El grupo de genes del tipo Opn4x, compuesto por las 
secuencias similares a la melanopsina de Xenopus, está limitado sólo a los genomas del 
clado vertebrado exceptuando mamíferos (anfibios, peces, reptiles y aves). Por otra 
parte, las isoformas del gen Opn4m poseen una distribución filogenética más amplia con 
presencia en todos los phylum animales, e incluyendo a un ortólogo en el cordado basal  
Amphioxus (Opn4), y la única copia de melanopsina presente en mamíferos (OPN4). 
Aunque la presencia de los genes para melanopsina sea prácticamente ubicua en los 
vertebrados, su patrón de expresión celular y función puede ser muy distinto para cada 
organismo. En la retina de mamíferos, como hemos visto, la expresión de melanopsina 
está restringida sólo a las ipRGCs que constituyen un muy pequeño subgrupo de células 
ganglionares encargado de funciones circadianas. En cambio, en la retina de peces y 
aves la expresión de melanopsina se extiende por un gran número de neuronas de la 
CNI, las cuales median funciones relacionadas con la visión espacial. Por ejemplo, en el 
bagre Ictalurus punctatus y en la carpa dorada Carassius auratus, un subtipo de células 
horizontales poseen foto-sensibilidad atribuida a la expresión de melanopsina. Pero a 
diferencia de las ipRGCs, la estimulación con luz de estas células no genera la 
despolarización de su membrana, sino modulación de canales voltaje-dependientes 
(Cheng et al., 2009). Por su posición en la retina, es de esperarse que estas células 
horizontales fotorreceptivas estén regulando funciones visuales formadoras de imágenes, 
aunque el papel de su foto-sensibilidad en la visión de ambos peces aún no se ha 
establecido. Sin embargo, es de notar que la cantidad de células horizontales foto-
sensibles en sus retinas es mucho mayor que la de ipRGCs en mamíferos, lo cual facilitó 
enormemente su estudio. 
En el caso de aves, particularmente en pollos (Gallus gallus), la expresión de 
melanopsina ocupa una zona mayor en la retina que la reportada para peces (Bailey and 
Cassone, 2005; Chaurasia et al., 2005; Tomonari et al., 2005); convirtiéndolos en un 
modelo idóneo para el estudio de la fotorrecepción no convencional. Empleando la 
misma técnica que fue usada en melanóforos de Xenopus, tres grupos de investigación 
en simultáneo diseñaron sondas contra mARN para melanopsina desde bibliotecas de 
cADN, con el fin de marcar las células que expresan su transcrito en cortes de retina 
mediante hibridación in situ. Todos los grupos de investigación obtuvieron resultados 
idénticos, dónde se evidencia que la expresión de melanopsina en la retina de pollo se 
localiza en una banda muy conspicua de células en la CNI de la retina, y en algunas 
células ganglionares. Por la localización de la gran banda de expresión, en la región más 
distal de la CNI, se estimó que algún subgrupo numeroso de células horizontales y 
algunas bipolares debían contener melanopsina (Bailey and Cassone, 2005; Chaurasia et 
al., 2005; Tomonari et al., 2005). En trabajos recientes realizados en nuestro laboratorio 
con técnicas inmunohistoquímicas de cortes de retina del embrión de pollo, se corroboró 
que el polipéptido de melanopsina se expresa en la misma banda de células de la CNI, 
tal como se reportó para su transcrito (ver Figura 4). Más aún, se encontró la presencia 
de respuestas a la luz con incremento del calcio intracelular por parte de algunas células 
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horizontales y bipolares (Hernández, A., 2013), análogo a las respuestas de las ipRGCs 
en mamíferos (Hartwick et al., 2007), y pollos (Contin et al., 2010). Sin embargo, aún se 
desconoce si estas células foto-sensibles generan señales eléctricas en respuesta 
directa a la iluminación. De ser así, no sólo se demostraría la factibilidad del estudio de la 
foto-transducción por melanopsina en pollo; sino también comprobaría los recientes 
paradigmas sobre la evolución y función de los fotorreceptores rabdoméricos cómo 
elementos integrales del sistema visual en vertebrados. 
 
Figura 4. Inmunohistoquímica de corte fijado de retina de embrión de pollo en su día de desarrollo 17. Se 
usó un anticuerpo primario contra melanopsina (Opn4x), junto con un anticuerpo secundario acoplado a un 
fluoróforo. La melanopsina se expresa en múltiples células de la capa nuclear interna de la retina (CNI), 
especialmente en la zona más próxima a los fotorreceptores de la capa nuclear externa (CNE). Fuente: 
Hernández, A. 2013 
Por tales razones, el presente trabajo tiene como primer objetivo el expandir la 
caracterización de la movilización de calcio luz-dependiente en neuronas de la capa 
nuclear interna del pollo. Con base en esta exploración, se pretende esbozar un conjunto 
de condiciones apropiadas para la experimentación con este modelo. Partiendo de esa 
información, se proseguirá al segundo objetivo del trabajo que consiste en determinar si 
la iluminación puede gatillar directamente cambios en corrientes de membrana en 
interneuronas aisladas de la retina de embriones de pollo.  
 
 
  
 
1. Metodología 
1.1 Modelo de Estudio 
Los huevos fecundados de Gallus gallus fueron comprados en granjas cercanas a 
Bogotá D.C. Para el desarrollo de los embriones, los huevos eran mantenidos a 39°C con 
rotación y humedad constante dentro de un incubador especial para avicultura marca 
Little Giant. Los embriones fueron manipulados y sacrificados según las normas exigidas 
por el comité de ética del Centro Internacional de Física. Cuando el estadío de desarrollo 
excedía los 19 días (E19), los embriones eran anestesiados con 0.5 ml de tricaina (50 
mg/ml) inyectada en la cámara de aire antes de la ruptura de la cáscara. Para la 
obtención de retinas, se utilizaron embriones entre los estadíos E14 y E19, de acuerdo a 
la clasificación obtenida de Hamburger y Hamilton (1951). Se trabajaron estos estadíos 
de desarrollo debido a que las células de la retina empiezan a expresar melanopsina 
desde el estadío E14 (Tomonari et al., 2005), y porque al usar embriones a pocos días de 
su eclosión la disociación de la retina es más fácil y resulta en células morfológicamente 
distinguibles. 
 
Cuando los embriones estaban en un estadío de desarrollo adecuado, eran extraídos del 
huevo a través de una abertura por su cámara de aire (por el lado ancho de la cáscara). 
Entonces, los embriones eran decapitados y uno de sus ojos enucleado. Luego, el ojo 
era sumergido en solución Ringer de pollo y su esclerótica cortada alrededor del iris con 
la ayuda de tijeras para microdisección. Mediante presión con pinzas, el lente y humor 
vítreo eran extraídos dejando el resto de la esclerótica adherida a la retina y epitelio 
pigmentado. La copa del ojo con la retina era pasada rápidamente a otro contenedor con 
solución Ringer fresca para lavar los rastros de yema del huevo que dificultaban los 
tratamientos enzimáticos posteriores. La retina era entonces cuidadosamente separada 
del epitelio pigmentado, quedando lista para procedimientos posteriores (Pinzón, 2010). 
 
Con el fin de estudiar el comportamiento de células únicas de la retina sin artefactos 
causados por conexiones sinápticas, se recurrió a la disociación del tejido por medio de 
enzimas proteolíticas (Kaneko y Tachibana, 1986). Para este propósito, la retina era 
transferida a una solución Ringer con Pronasa a 5 mg/ml (en ocasiones acompañada con 
Tripsina a 1 mg/ml) y se incubaba al baño maría a 32°C durante 10-15 minutos. 
Terminado ese tiempo, la retina era transferida a dos lavados de mínimo 10 minutos cada 
uno en solución de Ringer suplementada con 4% de suero fetal bovino, y luego era 
colocada en solución Ringer normal para lavar el exceso de suero fetal. Empleando 
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pipetas pulidas a fuego con diferentes tamaños de aberturas, la retina era 
mecánicamente disociada en un plato de vidrio y el sobrenadante era depositado en una 
cámara de perfusión con una base de vidrio delgado, ideal para ver las células en un 
microscopio invertido. El vidrio era pre-tratado con una solución salina de 1M NaCl y 5 
mg/ml de concanavalina A para favorecer la adhesión celular. La preparación de retina se 
mantenía 30 minutos reposando en la cámara para que las células sedimentaran, y luego 
se hacía fluir solución Ringer a temperatura ambiente (≈ 21°C) para desechar los detritos 
no asentados y evitar la desecación de las células (Pinzón, 2010). 
 
Para visualizar las células en los procedimientos experimentales sin estimularlas, se 
utilizó luz infrarroja, interponiendo un filtro (>780 nm, Andover Corporation) en el camino 
del iluminador de luz transmitida del microscopio de epifluorescencia (Nikon Diaphot), y 
una cámara CCD sensible a infrarrojos (Genwac, Watec Inc., Newburgh, NY). Para las 
fotos de las células disociadas, se utilizó un microscopio Axio Observer con cámara 
integrada a través del programa AxioVision; todo marca Zeiss. Usando óptica de 
Nomarski con el objetivo de inmersión de aceite 100X, se tomaron varias imágenes de 
gran resolución a distintos planos focales de las células, evitando así la pérdida de 
detalles de sus procesos neuronales. Después, las series de imágenes fueron apiladas 
digitalmente mediante el programa CombineZP creado por Alan Hadley. 
1.2 Composición de soluciones internas y externas 
 Solución interna para micro-electrodos: 120 mM Glutamato potásico, 20 mM KCl, 
10 mM HEPES, 2 mM Mg-ATP, 0.2 mM Na-GTP, 0.1 mM Na2-EGTA, pH 7.25. 
Para registros de ‘perforated patch’, se eliminó el ATP y GTP, y se incluyó 0.05% 
de DMSO y 0.3 mg/ml de nistatina. La solución con nistatina era sonicada antes 
de usarse en los procedimientos de electrofisiología. 
 
 Solución Ringer para embrión de pollo: 140 mM NaCl, 10 mM HEPES, 5 mM KCl, 
2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 0.2% Glucosa, pH 7.4. 
 
 Solución extracelular libre de sodio: 150 mM Tris, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1.2 mM 
MgCl2, 0.1% Glucosa, pH 7.4. 
 
 Solución extracelular con bajo calcio: 140 mM NaCl, 10 mM HEPES, 5 mM KCl, 
0.1 mM CaCl2, 3.1 mM MgCl2, 0.2% Glucosa, pH 7.4. 
 
 Solución extracelular con tetraetilamonio (TEA) y 4-aminopirimidina (4-AP): 117.5 
mM NaCl, 20 mM TEA, 10 mM HEPES, 5 mM 4-AP, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1.2 
mM MgCl2, 0.2% Glucosa, pH 7.4.  
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1.3 Cambios transitorios de la solución externa 
En algunos experimentos, las células retinales disociadas fueron expuestas a soluciones 
extracelulares carentes de sodio, calcio, o bien con presencia de fármacos (TEA y 4-AP). 
Para el intercambio rápido de las soluciones, la cámara de perfusión con la preparación 
de células disociadas era irrigada por gravedad a través de un juego de buretroles 
ubicados a una mayor altura de la cámara y controlados por una válvula direccional. Las 
soluciones extracelulares eran cargadas a presión ambiental en cada buretrol hasta 
garantizar la continuidad de su sistema de goteo, de manera que al cambiar rápidamente 
el acceso de cada tanque con la válvula direccional se mantuviera el flujo constante. En 
aproximadamente 1-2 minutos era posible cambiar totalmente la solución contenida en la 
cámara de perfusión. 
1.4 Electrofisiología 
Para el registro de corrientes iónicas se usó la técnica de patch clamp de célula 
completa, la cual consiste en el monitoreo y control rápido del voltaje a través de la 
membrana plasmática por medio del acceso eléctrico de un micro-electrodo de vidrio. Los 
micro-electrodos fueron fabricados con un “estirador” de capilares de vidrio marca 
Narishige, y para evitar aristas en su punta, cada uno era pulido al calor de un filamento 
incandescente. Dentro del electrodo se colocaba una solución con composición iónica 
similar al interior celular (la solución interna), que se ponía en contacto con un electrodo 
de Ag-AgCl para transformar las corrientes iónicas en electrónicas y viceversa. La 
resistencia de los micro-electrodos (medida en solución de Ringer) era de 7-8 MΩ. Para 
asegurar un contacto íntimo (o gigasello) entre la membrana celular y el micro-electrodo, 
se aplicó presión negativa al interior del capilar de vidrio mediante un dispositivo 
neumático fabricado por el codirector de tesis, Enrico Nasi.  
 
Dos variantes de patch-clamp fueron empleadas: una con ruptura de la membrana 
plasmática luego del gigasello (‘Whole-cell’) y la otra con gestación de poros a través del 
parche de membrana entre célula y electrodo (‘Perforated patch’). Esta última técnica se 
basó en el uso del agente anti-micótico lipofílico nistatina, disuelto en la solución del 
micro-electrodo; al insertarse en la membrana, esta sustancia forma poros trans-
membranales que permiten el paso libre de iones de Cl mientras los componentes 
intracelulares esenciales y segundos mensajeros (ATP, cAMP, Ca2+, etc.) de las 
cascadas de señalización, se mantienen sin perturbación (Linley, 2013). Ambas técnicas 
electrofisiológicas permiten el acceso eléctrico a las células para realizar manipulaciones 
del voltaje transmembranal.  
 
El circuito de amplificación y retroalimentación usado para manipular el voltaje de la 
célula y medir la corriente, junto con la interfaz de usuario (Collect®) usada para la 
configuración por computador de los protocolos de estimulación y de adquisición de los 
registros del amplificador fueron ambos diseñados y ensamblados por el codirector de 
tesis. La comunicación entre el computador y el amplificador se dio a través de una 
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tarjeta A/D con resolución de 16 bits (Data Translation). La señal del amplificador fue 
filtrada análogamente por medio de un filtro pasa-bajos tipo Bessel (4 polos) integrado en 
el amplificador antes de la conversión análogo-digital. Este cumplía la función de reducir 
ruido, y además evitar la aparición de frecuencias espurias en el registro digitalizado 
(‘aliasing’). Los datos adquiridos se procesaron y graficaron ‘off-line’ por el programa 
Analyze®, desarrollado por Enrico Nasi, el cual incluye rutinas para representar trazos, 
extraer y graficar conjuntos de valores puntuales, restar corrientes pasivas, y filtrar 
digitalmente. En algunas instancias, se usó el programa GraphPad Prism versión 6 para 
ajustes de los datos a modelos matemáticos por medio de regresión no-lineal de mínimos 
cuadrados. 
 
Para evaluar el efecto de la estimulación lumínica sobre corrientes de membrana en las 
células de la retina, se probaron distintos protocolos de estimulación utilizando dos tipos 
de lámpara: una de filamento de tungsteno sólo utilizada para estímulos difusos, y otra de 
arco de Xenón para estímulos cortos y concentrados de luz azul (detalles del ensamble 
de esta lámpara en la siguiente sección). Las corrientes medidas fueron filtradas a 200 
Hz con el filtro análogo del amplificador. 
 
Varias pruebas fueron realizadas para examinar el efecto de la luz sobre las corrientes 
voltaje-dependientes de las células. El protocolo de registro consistía en la aplicación de 
varias familias de estímulos a voltajes despolarizantes en diferentes condiciones de luz 
usando alguna de las dos lámparas. Con la lámpara de tungsteno, la estimulación por luz 
consistió en la exposición prolongada de las células ante la luz irradiada por el filamento. 
En cambio, dada la intensidad del arco de Xenón, el estímulo con esta lámpara consistió 
en exposiciones cortas de pocos milisegundos por cada estímulo de voltaje 
despolarizante.  
1.5 Cuantificación de la luz de estimulación 
La intensidad de luz recibida por las células por epi-iluminacion fue determinada por un 
espectroradiómetro electrónico (JazA 1121, Ocean Optics) con entrada de luz acoplada a 
una fibra óptica de poli-imina (QP200). Esta fibra óptica, con un núcleo de 200 μm de 
diámetro, fue colocada directamente sobre el objetivo de 100X con aceite de inmersión. 
El programa de adquisición del dispositivo (SpectraSuite) fue configurado para medir el 
espectro de irradiancia absoluta de la luz (μJ∙s-1∙cm-2∙nm-1), con una resolución de 0.3 
nm. Los valores resultantes fueron divididos por la energía contenida de un fotón para 
cada longitud de onda medida; obteniendo así el espectro de la densidad de fotones 
irradiado por el objetivo de 100X (fotón∙s-1∙cm-2∙nm-1).  
 
En otras pruebas experimentales fue necesario usar el objetivo de 40X para la 
estimulación de las células con la misma luz de epifluorescencia. La densidad de fotones 
en esta condición fue calculada desde los valores a 100X, considerando solamente el 
cambio en el área de flujo de fotones causada por la diferencia entre la magnificación del 
objetivo de 100X y 40X. Por ende, el espectro de la densidad de fotones con el objetivo a 
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40X fue hallada al multiplicar los valores a 100X por el coeficiente calculado en la 
Ecuación (1.1).  
 
 rea  ampo  isual   (    )
 rea  ampo  isual   (   )
  
Magnificación  
Magnificación  
 
 
  
  
   
 
 
              1.1  
 
Los espectros de densidad fotónica de la luz de epifluorescencia a través de ambos 
objetivos se ilustran en la figura 5. Ambas curvas espectrales se ubican entre 456 nm  y 
505 nm, en la zona azul del espectro de luz visible, con una longitud de onda promedio 
ponderada de 479.5 nm. Para hallar la densidad de flujo fotónico total (fotón∙s-1∙cm-2) de 
los estímulos de luz con ambos objetivos se calculó la integral bajo la curva de los 
espectros a través de la suma de sus mínimas particiones regulares (0.3 nm) mediante el 
método de Riemann. La densidad fotónica total a 100X fue de 6.08∙1016 fotones∙s-1∙cm-2, 
mientras que con 40X fue de 9.73∙1015 fotones∙s-1∙cm-2. 
 
 
Figura 5 Densidad de flujo fotónico espectral de la luz de epifluorescencia. La densidad de fotones total 
(fotón∙s
-1
∙cm
-2
) de los estímulos de luz con el objetivo de 100X es 7.5 veces más intensa que la luz diurna 
entre 455 y 505 nm del espectro. En cambio, la densidad de fotones calculada para el objetivo de 40X es 
sólo 1.2 veces más intensa que la luz del día en el mismo intervalo. Los datos de densidad de fotones en un 
día promedio (sin nubosidad) fueron extraídos del espectro estándar de irradiancia directa y circunsolar, 
ASTM G173-03 del 2012 (NREL, 2012). 
1.6 Mediciones de los cambios de calcio interno 
En otros modelos animales, la transducción de estímulos lumínicos mediada por 
melanopsina se ha relacionado con señalización por vía de la fosfolipasa C, con su 
consecuente hidrólisis de fosfoinositidos que conlleva al aumento de la concentración de 
calcio intracelular (Angueyra et al., 2012; Contin et al., 2010; Graham et al., 2008).  Por 
tal motivo, se utilizó el indicador fluorescente de calcio Fluo-4 para monitorear posibles 
cambios de concentración de calcio interno inducidos por iluminación en células 
disociadas de la retina de pollo. El procedimiento de carga de este fluoróforo fue 
realizado con un derivado liposoluble llamado Fluo-4 AM (la sigla AM se refiere a un 
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radical acetoximetil ester adicional), el cual puede difundirse a través de membranas 
lipídicas. Dicho compuesto se adiciona al medio extracelular dónde puede moverse 
libremente fuera y dentro de las células (ayudado por solventes como DMSO y Ácido 
Plurónico). Una vez adentro, el Fluo-4 AM es hidrolizado por esterasas endógenas que 
remueven el grupo AM de la molécula, liberando así al Fluo-4. Este proceso acumula 
progresivamente el indicador al interior de las membranas, pues la remoción del radical 
AM lo hace incapaz de permear de vuelta a la solución externa. De esta manera las 
células pudieron ser cargadas internamente con el indicador sin alterar o dañar su 
integridad. 
 
Inicialmente, la retina extraída del ojo del embrión de pollo era tratada enzimáticamente y 
lavada dos veces como se requiere para su disociación. Al salir del segundo lavado, la 
retina era colocada en solución Ringer con 15 μM de Fluo-4 AM, 16 μM de  cido 
Plurónico y 1.7% de DMSO; y luego era incubada a 32°C durante 1 hora, antes de 
proceder con su dispersión mecánica. 
 
Para la estimulación del fluoróforo, se utilizó una lámpara de Xenón cuyo haz de luz era 
filtrado inicialmente con un espejo dicroico para eliminar los componentes infrarrojos. La 
luz resultante era controlada mediante un obturador electromagnético (Vincent 
Associates, Rochester). Al activar el obturador, el haz pasaba por un filtro monocromático 
azul (Fc ≈ 480 nm, Chroma) y era enfocado sobre una fibra óptica líquida (Oriel) que lo 
transmitía al puerto de epi-fluorescencia del microscopio invertido. Un reflector dicroico 
dirigía la luz de excitación a la muestra, a través del objetivo del microscopio. Para 
detectar la fluorescencia emitida se instaló una cortina mecánica en un plano focal 
conjugado restringiendo así la medición de luz al área de la célula de interés, 
incrementando la relación señal/ruido. La luz colectada rebotaba por otro espejo dicroico 
que desviaba las longitudes de onda <570 nm a un filtro de barrera (>520 nm) y un 
fotomultiplicador (Hammamatsu); la señal obtenida se pasaba por un pre-amplificador 
con umbral que transformaba los eventos de fotones únicos en señales electrónicas que 
luego eran contadas por un ratímetro (Modern Instrumentation Technology) y 
transmitidas al computador.   
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Figura 6. Esquema de los equipos usados para la estimulación con luz azul de alta intensidad y registro de 
las células cargadas con indicadores fluorescentes. Fuente: Hernández, A. 2013. 
Para que los registros de fluorescencia ilustrados en este trabajo fuesen 
comparativamente visualizados, los datos en cada medición de fluorescencia (F) fueron 
estandarizados con el valor máximo de cambio de fluorescencia en cada registro ó 
dF/FMAX (ver Ecuación (1.2)). El valor FBASE fue calculado con el promedio de 
fluorescencia en la línea de base previa a una respuesta por luz, mientras que el valor 
FMAX corresponde al dato de mayor fluorescencia del registro. Para un registro con 
incremento de la fluorescencia, los valores calculados de dF/Fmax se sitúan entre 0 y 1.  
 
   F FM    
F F   E
FM   F   E
                       
1.7 Análisis clúster de registros de fluorescencia 
Considerando la enorme cantidad de registros de fluorescencia obtenidos en total (1026 
registros de 469 células), se optó por aplicar un análisis clúster exploratorio que facilitase 
el reconocimiento de patrones recurrentes de respuesta a la luz y simplificase el manejo 
de este gran número de observaciones. Previo al análisis, los registros fueron escalados 
en un intervalo de valores entre -1 y 1 con la Ecuación (1.3); y sus intervalos de tiempo 
fueron estandarizados asumiendo todos los intervalos iguales. Estos cálculos fueron 
facilitados a través de rutinas informáticas programadas en Visual Basic para 
Aplicaciones (VBA) en Office Excel 2007. 
 
  F          
F FMI 
FM   FMI 
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El análisis clúster es un método estadístico descriptivo que organiza una población de 
elementos (en nuestro caso, los registros de fluorescencia) en grupos con características 
similares. Esta técnica se basa en la medición cuantitativa de las similitudes o diferencias 
entre todos los elementos usando funciones matemáticas (llamadas distancias) que se 
compilan en una matriz simétrica, y luego se ordenan mediante un método de 
agrupamiento que optimiza la búsqueda de los elementos que forman parte de grupos 
homogéneos. A la combinación entre la función de distancia y el método de 
agrupamiento se le denomina algoritmo de agrupamiento.  
 
Existen dos tipos básicos de análisis clúster: jerárquico, y no jerárquicos. El análisis 
clúster jerárquico organiza los elementos y/o grupos de par en par hasta producir los 
conocidos diagramas de árbol (o dendrogramas). Este análisis no necesita ninguna 
información adicional a los datos para ser aplicado. Por otro lado, están los análisis no 
jerárquicos que requieren de información previa para generar los agrupamientos (como el 
número total de grupos o la distribución de los datos). En nuestro caso el tipo de análisis 
clúster empleado fue el jerárquico, dado que no se conocía de antemano ninguna 
información sobre la población de registros.  
 
Al aplicar cualquier análisis clúster debe seleccionarse la función de distancia más 
adecuada para el conjunto de elementos disponibles. En este caso, nuestro conjunto de 
elementos estaba constituido por los valores de fluorescencia adquiridos a intervalos de 
tiempo discretos y por ello el análisis clúster fue basado en el Agrupamiento de Series de 
Tiempo. En particular, se usó un paquete estadístico disponible en el repositorio 
internacional del programa R llamado TSclust, con varias funciones de distancias ya 
programadas para este propósito (Pablo Montero Manso y José Antonio Vilar, 2013). 
Para validar el método de clúster más adecuado se generaron todos los clústeres con 
cada método y se evaluó la calidad de los grupos resultantes mediante criterios internos 
(Halkidi et al., 2001). Para ello, se usaron las funciones contenidas en el paquete fpc del 
repositorio internacional del programa R (Christian Hennig, 2013). 
1.8 Análisis de tendencias por tablas de contingencia 
Con el objetivo de encontrar factores asociados al hallazgo de respuestas a la luz en 
células de la retina, se decidió usar análisis estadísticos por tablas de contingencia que 
permitieran la búsqueda de correlaciones entre los cambios de calcio en respuesta a la 
luz (clasificados por el análisis clúster) y las variables monitoreadas junto con los 
registros (tales como días de incubación de los embriones, hora de registro de las 
células, etc.). 
 
Previo al análisis, se construyó una base de datos con todas las variables asociadas a la 
toma de los registros de fluorescencia. Luego, cada variable en la base de datos se 
transformó en una variable categórica u ordinal constituida por grupos con 
aproximadamente la misma cantidad de casos. En la Tabla 1 se describen las variables y 
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los grupos definidos para cada una de ellas, las cuales fueron empleadas en las tablas 
de contingencia. La extracción y transformación de la información de la población de 
registros fue realizada mediante rutinas informáticas en VBA de Office Excel 2007. 
 
Las tablas de contingencia son arreglos matriciales de dos o más variables (de tipo 
categórico u ordinal) en dónde se exponen las frecuencias de cada combinación posible 
entre los grupos que las constituyen. El análisis de estas tablas se realiza comparando 
las frecuencias observadas empíricamente con las frecuencias teóricas esperadas en 
caso de no haber ninguna tendencia (o en otras palabras, asumiendo la hipótesis nula de 
que las ocurrencias estuvieran uniformemente distribuidas). Las discrepancias entre las 
frecuencias observadas y las esperadas se evaluaron por medio del Χ2 de Pearson para 
determinar si las asociaciones percibidas entre las variables no eran resultado del azar. 
Para este análisis se usó el programa SPSS versión 21, propiedad de IBM.  
 
Variable  Descripción Grupos de casos 
Patrón de 
respuesta a la 
luz 
Patrón de cambio de la fluorescencia clasificado por 
el análisis clúster. Variable dependiente en el análisis. 
Incremento,  
Otros 
Tratamiento 
enzimático 
Disociación de células con sólo Pronasa, o bien con 
Pronasa y Tripsina 
Sólo Pronasa, 
Pronasa + Tripsina 
Tipo de Célula 
Clasificación de las células mediante criterios 
morfológicos 
Bipolar, Horizontal, 
Amacrina, Ganglionar 
Desarrollo del 
embrión 
Días de desarrollo del embrión asociado a criterios de 
Hamilton & Hamburger, 1957 
≤ E14, E14-15, 
 E15-16 
E17-E18, ≥ E19 
Hora de 
Registro 
Hora del día en que se hizo el registro de la célula 
11  - 16, 17 - 19, 
20 - 24 
Tiempo relativo 
de registro 
Duración de la preparación de retina desde su primer 
registro hasta el último 
< 1 h, 1 h - 2 h, 
2 h - 3 h, > 3 h 
Protocolo de luz 
Comparación entre protocolos de estimulación con luz 
de fluorescencia 
30 ms cada 8 s, 
30 ms cada 1 s, 
Luz 5 s adicional 
   
Tabla 1. Variables monitoreadas junto con los registros de fluorescencia, y sus correspondientes grupos de 
casos categóricos. Se buscaron las asociaciones entre los patrones de cambio del calcio y las demás 
variables, con tal de encontrar las condiciones con mayor probabilidad de hallazgo de células 
intrínsecamente foto-sensibles en la retina del pollo. 
 
 
 
  
 
  
 
2. Resultados 
2.1 Disociación de células retinales del embrión de pollo 
En la figura 7 se muestran ejemplos de células disociadas, ilustrando la buena 
preservación de la morfología de diferentes clases de neuronas de la retina. Se 
identificaron células horizontales, bipolares, amacrinas y ganglionares usando criterios 
morfológicos descritos por otros autores (ver Tabla 2). Las células que no pudieron ser 
clasificadas dentro de los criterios de los criterios escogidos no fueron usadas en los 
experimentos.  
 
Figura 7. Micrografías de células disociadas de la retina del embrión de pollo. Imágenes obtenidas por óptica 
de Nomarski y apilamiento digital de varios planos focales (ver Métodos). Barra de escala de 10 μm. 
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Categoría Descripción Morfológica 
Longitud del 
soma (μm) 
Reportes 
Previos 
Bipolar 
Células de dos procesos principales orientados 
180° desde el soma. A veces con soma 
alargado. 
8-15 
Quesada et al., 
1988 
Horizontal 
Células monopolares con múltiples procesos 
cortos. A veces con árboles dendríticos densos. 
10-15 
Fischer et al., 
2007 
Amacrina 
Células con una constricción en su soma por 
dónde sale un proceso principal que se ramifica 
en muchos procesos secundarios. Pueden tener 
procesos adicionales salientes desde el soma. 
10-15 
Stanke et al., 
2008 
Ganglionar 
Células multipolares, habitualmente con un axón 
principal, con procesos largos y soma grande. 
12-20 
Naito y Chen, 
2004 
 
Tabla 2. Criterios compilados de clasificación morfológica de las células retinales del pollo. 
2.2 Viabilidad y caracterización de las células disociadas 
de retina 
Puesto que el método de disociación de la retina requirió el uso de enzimas proteolíticas, 
era preciso cerciorarse de que durante el tratamiento las células no hubieran sufrido 
hidrólisis de  proteínas membranales expuestas al medio extracelular, comprometiendo 
su funcionalidad. Por tal razón, se verificó el estado de salud de las neuronas disociadas 
probando la integridad de sus canales iónicos voltaje-dependientes (los cuales son 
ubicuos en todas las neuronas) por medio de ‘whole-cell patch-clamp’ y ‘perforated 
patch’. El protocolo de registro empleado mantenía el voltaje de membrana a -50 mV 
(próximo al voltaje de reposo) que luego era modificado con pasos cortos de voltajes 
despolarizantes con incrementos secuenciales de +10 mV. Típicamente, las células 
respondían con corrientes de entrada rápidas y corrientes de salida sostenidas, como se 
esperaría en células que generan potenciales de acción. Se observó, sin embargo, que 
las células registradas con la técnica de ‘whole-cell patch-clamp’ perdían rápidamente 
sus corrientes y morían, posiblemente por el lavado de componentes intracelulares (ver 
Figura 8). Por este motivo, la mayor parte de los registros fueron obtenidos por 
‘perforated patch-clamp’ con nistatina que preservaba la función celular para tratamientos 
experimentales extensos. 
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Figura 8. Registros de corrientes de membrana con dos modalidades de ‘patch-clamp’. (A) Técnica de 
‘whole-cell patch-clamp’, y (B) ‘perforated patch-clamp’ en dos células bipolares a las cuales se les aplicaron 
pasos despolarizantes. En A, las corrientes son de mayor amplitud y el control del voltaje de membrana es 
rápido, pero al cabo de un minuto la corriente de entrada sufre un decremento significativo. En cambio, en B 
la célula se mantiene por un intervalo largo (36 minutos) durante el cual se mantiene la corriente de entrada y 
se va reduciendo la resistencia en serie con la difusión progresiva de la nistatina hacia la membrana, 
resultando en un registro más rápido. 
En total se registraron exitosamente 57 células disociadas de retina de pollo, de las 
cuales 37 se clasificaron como bipolares, 8 como horizontales, 8 como amacrinas y 3 
como ganglionares. En la figura 9 (A-D) se muestra, por cada tipo celular, una familia de 
trazos con cambios de voltaje en una célula representativa. Como era de esperarse, la 
amplitud de las corrientes variaba en función del tamaño de la célula registrada, ya que 
una mayor superficie de membrana implica un número más alto de canales voltaje-
dependientes; cómo sería el caso de la célula ganglionar en la figura 9D. Por otra parte, 
se observa que el comportamiento de las corrientes de salida ante los cambios de voltaje 
era muy similar en todos los tipos de célula, cómo se aprecia en las gráficas I-V al 
costado de cada serie de trazos. En cambio, las corrientes de entrada presentaban 
mucha variación; el umbral de activación por voltaje era diferente entre las células, fueran 
o no del mismo tipo. Esta variabilidad puede atribuirse, por ejemplo, a la existencia de 
múltiples subtipos de células dentro de cada grupo morfológico que pueden poseer una 
composición de canales diferente, cómo es común en las neuronas retinales en otros 
vertebrados (Kaneko y Tachibana, 1986). Fundamentalmente, estos resultados 
demuestran que las propiedades de la membrana de las células disociadas perduraron 
luego del tratamiento enzimático.  
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Figura 9. Corrientes voltaje-dependientes en células de las retina de pollo. El voltaje de mantenimiento fue -
50 mV, y los pasos despolarizantes aumentaban sucesivamente de amplitud a incrementos de +10 mV (el 
voltaje de membrana en el estímulo final de la serie alcanzaba +40 mV). (A-D) Registros representativos de 
una célula de cada categoría morfológica en respuesta al protocolo de voltaje. A la derecha de cada familia 
de trazos, están sus correspondientes curvas I-V de la corriente máxima de salida en su fase estable (línea 
continua) y de la corriente mínima de entrada (línea discontinua); eje-Y para corrientes en picoamperios y 
eje-X para voltajes de membrana en mV.  
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Ahora bien, con el propósito de describir preliminarmente las características iónicas y 
farmacológicas en las corrientes voltaje-dependientes de estas células, se realizaron 
diversos ensayos que se presentarán a continuación: 
2.2.1 Corriente de Entrada 
En general, las corrientes de entrada voltaje-dependientes registradas tenían una 
amplitud de 200 pA, se activaban a voltajes cerca de -25 mV, y en unos 30 ms llegaban a 
su pico de amplitud máxima luego del cuál rápidamente se inactivaban. En la Tabla 3 se 
resumen las características promedio de la corriente de entrada para cada grupo de 
célula registrada, con su correspondiente intervalo de confianza basado en la distribución 
t de Student con un 95% de probabilidad de que los valores reales se encuentren en el 
rango calculado. Dado que los intervalos se superponen en todos los parámetros 
medidos de la corriente por tipo de célula, se consideró que no hay diferencias entre las 
corrientes de entrada de la muestra de células registradas. 
 Corriente de Entrada 
Tipo de Célula Amplitud (pA) 
Umbral de 
activación 
(mV) 
Tiempo al 
Mínimo (ms) 
Bipolar (n = 38) -196.0 ± 57.1 -23.2 ± 4.1 27.3 ± 1.6 
Horizontal (n = 8) -160.9 ± 88.0 -17.9 ± 9.7 30.4 ± 6.2 
Amacrina (n = 8) -224.5 ± 148.3 -23.6 ± 8.7 28.9 ± 4.0 
Ganglionar (n = 3)* -176.8 ± 150.7 -27.5 ± 18.5 26.1 ± 3.5 
TODAS (n = 57) -193.4 ± 43.4 -22.9 ± 3.3 28.0 ± 1.5 
*Notar que la muestra de células ganglionares es muy pequeña, generando 
intervalos de confianza muy amplios. 
 
Tabla 3. Características de la corriente de entrada voltaje-dependiente de las células de la retina de pollo. 
Cada valor corresponde al promedio calculado en cada tipo celular, acompañado de su intervalo de 
confianza al 95% (distribución t de Student). 
Considerando la polaridad de la corriente de entrada, es lógico pensar que estuviera 
mediada por un flujo de cargas positivas entrando por la membrana plasmática. Los dos 
iones con el gradiente electroquímico apropiado para ese flujo son sodio y calcio, que 
poseen una concentración extracelular mucho mayor que la intracelular. Por lo tanto, se 
realizaron ensayos con soluciones extracelulares carentes de alguno de los dos iones 
para evaluar su papel en la corriente de entrada, los cuales se ilustran en la figura 10. El 
protocolo de registro consistió en aplicar repetidamente un paso de voltaje despolarizante 
que sólo activase la corriente de entrada (manteniendo el voltaje por debajo del umbral 
de activación de las corrientes de salida). La amplitud de la corriente se midió en 
condiciones control (Ringer), al cambiar la solución externa normal por la de prueba (0-
Na+, Bajo Ca2+), y luego al regreso con la solución control.  
Para el caso del tratamiento sin sodio, una célula bipolar y otra ganglionar mostraron una 
reducción total y reversible de la corriente de entrada ante la ausencia del sodio 
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extracelular (ver Figura 10A). Por otro lado, el tratamiento con bajo calcio en cuatro 
células bipolares mostró una reducción parcial de la amplitud de la corriente (Figura 10B). 
No obstante, ambos resultados son contradictorios, ya que no debería haber un 
componente de la corriente mediado por el calcio si toda la corriente proviene del influjo 
de sodio extracelular. Ahora bien, es posible que la reducción de la corriente por el calcio 
sea causada por la supresión de su “efecto pantalla”, el cual se tratará más adelante (ver 
Discusión, Figura 26).  
 
Figura 10. Efectos reversibles de la ausencia de sodio y de calcio sobre la corriente de entrada en dos 
células bipolares. El protocolo de estimulación consistió en un paso despolarizante a intervalos de tiempo 
iguales desde el voltaje de mantenimiento. (A) Anulación reversible de la corriente de entrada al intercambiar 
el Na
+
 de la solución externa por Tris. El tiempo nominal de cambio a solución sin sodio está marcado con 
una banda negra (0-Na
+
). Gráfico derecha: registros representativos antes (1), durante (2) y después (3) del 
cambio a 0-Na
+
. (B) Reducción de la corriente de entrada ante bajo calcio en la solución externa. El tiempo 
nominal de cambio de solución está marcado con una banda negra (Bajo Ca
2+
). Gráfico derecha: registros 
representativos antes (1), durante (2) y después (3) del cambio a bajo Ca
2+
.  
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2.2.2 Corrientes de Salida 
En el caso de las corrientes de salida voltaje-dependientes, su umbral de activación se 
daba a voltajes más despolarizantes que los requeridos para la corriente de entrada, 
como es normal para células que generan potenciales de acción. Aproximadamente a -13 
mV la corriente de salida manifestaba 10 % de su amplitud total cerca del final del 
estímulo en todas las células registradas (ver Tabla 4). Por otra parte, las características 
de las corrientes estables de salida no eran diferentes entre los varios tipos de células 
muestreadas, como se observó con las corrientes de entrada. En algunas neuronas, sin 
embargo, se apreciaba un componente transitorio adicional en la corriente al inicio de su 
activación, de la cual se hablará más adelante. 
 Corriente de Salida
ᴥ 
Tipo de Célula Amplitud (pA) 
Umbral de 
activación al 10% 
(mV) 
Bipolar (n = 38) 329.1 ± 68.1 -14.2 ± 1.1 
Horizontal (n = 8) 234.3 ± 110.4 -10.8 ± 6.3 
Amacrina (n = 8) 540.4 ± 272.3 -9.9 ± 5.4 
Ganglionar (n = 3)* 257.8 ± 195.8 -17.8 ± 7.7 
TODAS (n = 57) 421.2 ± 92.9 -13.2 ± 2.6 
*Notar que la muestra de células ganglionares es muy pequeña, 
generando intervalos de confianza muy amplios. 
ᴥ La corriente de salida a veces poseía dos componentes, por lo 
que sólo se midió el componente estable.  
 
Tabla 4. Características de la corriente de salida voltaje-dependiente en las células de la retina de pollo. 
Cada valor corresponde al promedio calculado en cada tipo celular, acompañado de su intervalo de 
confianza al 95% (distribución t de Student). 
Para evaluar ulteriormente los posibles canales que producen la corriente de salida, se 
realizaron ensayos farmacológicos con dos compuestos que bloquean reversiblemente 
las corrientes mediadas por canales de potasio voltaje-dependientes: por un lado, el 
tetraetilamonio (TEA) que bloquea los canales de K+ rectificadores demorados; y por otro 
lado, la 4-aminopirimidina (4-AP) que es particularmente efectiva para bloquear canales 
de K+ transitorios tipo A.  En la figura 11 se muestra una célula ganglionar que pierde sus 
corrientes de salida al ser tratada con una solución salina que contenía ambos 
compuestos; 20 mM de TEA y 5 mM de 4-AP. El bloqueo fue prácticamente total, 
corroborando que los responsables de la corriente son canales de potasio voltaje-
dependientes.  
30 Análisis experimental de la respuesta a la luz en fotorreceptores no convencionales 
 
 
Figura 11. Efecto de 20 mM de TEA y 5 mM de 4-AP en las corrientes de salida de una célula ganglionar. 
Gráfico: curvas I-V de la corriente de salida a pasos despolarizantes antes (azul), durante (rojo), y después 
(verde) de la exposición a los compuestos. Cuadro de énfasis: leyenda del gráfico junto con miniatura de los 
registros originales. 
Corrientes de salida tipo A 
En algunas células registradas se observó un segundo componente de la corriente de 
salida con un curso temporal más rápido y transitorio, que se manifiesta como un pico 
positivo rápido justo después de la corriente de entrada y que se puede ver en los trazos 
originales de la Figura 9. Por su curso temporal e inactivación rápida, este componente 
transitorio se atribuyó a la presencia de canales de potasio tipo A-Shaker, habituales en 
tejido cardiaco y nervioso (Sacco y Tempia, 2002; Taylor, 1987; Zagotta y Aldrich, 1990). 
Para estimar la contribución de este componente de la corriente total de salida, se 
aprovechó su marcada tendencia a sufrir inactivación con la despolarización, utilizando 
un protocolo de pre-pulsos típicamente usado para estudiar los canales tipo A. El 
protocolo, ilustrado en la figura 12A, consiste en aplicar inicialmente un pulso de voltaje 
variable (V1) cuyo propósito es modular la fracción de canales en el estado inactivado. 
Inmediatamente después se aplica un segundo voltaje fijo (V2), el cual revela la 
contribución de los canales que no se han. Así, se puede obtener una serie de registros 
que describen la dependencia del estado de inactivación de los canales a diferentes 
voltajes de membrana (ver Figura 12B). 
Este protocolo fue aplicado a una célula horizontal, una bipolar y una amacrina. La 
amplitud de los picos de corriente de cada célula en V2 fueron normalizados dividiendo el 
valor de cada uno entre el valor máximo obtenido en la célula (I/Imax). Después los puntos 
resultantes fueron ajustados con la probabilidad voltaje-dependiente del remanente 
activable [P(V)] derivado de la distribución de Boltzmann (ver Ecuación 1), basado en 
Zagotta y Aldrich (1990).  El ajuste de este modelo al conjunto de datos de las tres 
células fue realizado por medio de una regresión no-lineal de mínima suma de 
cuadrados, resultando en un curva sigmoidal con V50 = -35.59 mV, Y = -16.39 mV (ver 
Figura 12C). De este resultado se deduce que entre un 70-60% de los canales se 
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encuentran activados en el potencial de reposo de la célula, comprendido entre 50 y 40 
mV. Por otra parte, por lo menos un 30% de los canales de potasio tipo A se encuentra 
abierto a potenciales de membrana por debajo del umbral de activación de la corriente de 
entrada de sodio (VNa ≈ -23 mV) que genera los potenciales de acción. Esto podría 
indicar que estos canales corresponden a la familia Kv1 o Kv4, causantes de estas 
corrientes tipo A en el subumbral de excitación de otras neuronas en vertebrados (Sacco 
y Tempia, 2002). 
 
Figura 12. Medición del umbral de inactivación de la corriente tipo A por medio del protocolo de inactivación 
con pre-pulsos de voltaje. (A) Diagrama que ilustra el protocolo de voltajes (valores en mV). Vm: Voltaje basal 
de membrana. V1: Pre-pulso de voltaje. V2: Segundo pulso de voltaje. (B) Ejemplo de aplicación del protocolo 
en una célula bipolar. (C) Gráfico de inactivación I-V con datos de 3 células (una horizontal, una bipolar y una 
amacrina).  El valor neto de la corriente fue corregido sustrayendo el efecto de la corriente lenta de potasio, y 
luego normalizada en cada célula dividiendo todos los valores entre la máxima corriente obtenida (I/Imax). La 
línea continua corresponde a un ajuste de un sigmoide de Boltzmann [P(V)] usando regresión no lineal por 
mínimos cuadrados (ver Métodos), con un V50 = -35.6 mV; Y = -16.39 mV. Esto significa que una población 
significativa de los canales de potasio tipo A están abiertos a potenciales subumbral de la activación de la 
corriente de entrada de sodio (que está alrededor de -23 mV). 
En resumen, estos resultados demuestran que el método de disociación permitió extraer 
células retinales que retuvieron su morfología y funcionamiento, lo cual hace este modelo 
experimental apto para investigar un posible rol funcional de la melanopsina en las 
neuronas de la capa nuclear interna. 
2.3 Cambios del calcio intracelular en respuesta a la luz 
Después de corroborar la salud y funcionalidad de las células retinales disociadas, se 
empezó la búsqueda de posibles neuronas foto-sensibles. Debido a que las técnicas 
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electrofisiológicas para células individuales son de muy poco rendimiento para explorar la 
población de células retinales, se optó por un enfoque metodológico diferente que 
permitiera una búsqueda más masiva. 
Considerando que en otros sistemas se ha documentado que la señalización por 
melanopsina involucra activación de la vía de fosfoinositidos (Angueyra et al., 2012; 
Contin et al., 2010; Graham et al., 2008), era lícito pensar que las células de la capa 
nuclear interna de la retina de pollo que expresan melanopsina respondieran a la luz con 
un aumento del calcio intracelular. Con base en esta hipótesis, se diseñó un método para 
la medición del calcio interno usando la fluorescencia generada por el indicador 
molecular Fluo-4, previamente cargado en las células retinales por medio de un derivado 
liposoluble, Fluo-4 AM (ver Métodos). Debido a que esta técnica no requiere de una 
intervención tan compleja como la utilizada en los procedimientos electrofisiológicos, se 
hizo posible registrar un gran número de células para buscar indicios de foto-sensibilidad 
intrínseca.  
Para estimular al Fluo-4 se emplearon luces muy intensas (6.08∙1016 fotones∙s-1∙cm-2) 
entre 455 y 505 nm, que resultan cercanas a los picos máximos de absorción reportados 
para las dos isoformas de melanopsina en el pollo (476-484 nm, Torii et al., 2007). Por lo 
tanto, estas luces serían potencialmente capaces de gatillar eventuales respuestas 
fisiológicas, lo cual podría ser problemático si la respuesta fisiológica fuera inmediata, ya 
que en tal caso no se dispondría de una ventana para determinar el nivel basal de 
fluorescencia. Sin embargo, estudios previos realizados en células ganglionares foto-
sensibles (Berson et al., 2002) muestran que la luz necesaria para generar una respuesta 
requiere no solo de una intensidad muy alta, sino una aplicación prolongada; además, la 
latencia de la fotorrespuesta es muy larga. Con base en estos hallazgos, se diseñaron 
protocolos de registro de fluorescencia basados en secuencias de pulsos que permitieran 
una determinación del calcio basal previa a las respuestas.  
Algunos registros obtenidos de varias células por medio del protocolo de estimulación 
discontinuo se muestran en la figura 9. Para poder comparar los registros, sus valores 
fueron estandarizados mediante el cálculo del dF/Fmax (ver Métodos). En todos ellos, la 
fluorescencia basal fue medida con destellos de 30 ms de exposición a la luz aplicados a 
intervalos de 8 segundos, procedimiento que no generaba ningún indicio de respuesta 
fisiológica. Para provocar un incremento de calcio las células fueron expuestas a un 
estímulo adicional, consistente en un paso continuo de 5 segundos de luz (es decir, un 
contenido fotónico 167 veces mayor). Como se puede ver en la figura, luego de la 
aplicación de la luz prolongada la fluorescencia del indicador aumentó paulatinamente y 
de una manera sustancial, reportando un incremento del calcio intracelular. Este 
fenómeno fue verificado en 65 células de las 469 registradas (cerca al 14%). En la figura 
es evidente la variabilidad entre células en cuanto al curso temporal del incremento de 
calcio inducido por la luz, revelando cambios bruscos, suaves, transitorios o sostenidos. 
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Figura 13. Ejemplo de diversos incrementos de calcio en respuesta a la luz para cuatro tipos de células 
retinales. Los puntos de las series fueron estandarizados al valor dF/Fmax. Las cuatro células fueron 
registradas mediante el mismo protocolo de estimulación, de 30 ms de exposición a la luz de fluorescencia 
cada 8 segundos con 5 segundos extra de luz continua (marcados por un punto amarillo debajo de cada 
trazo). 
2.3.1 Rol del Ca2+ extracelular en las fotorrespuestas de calcio 
Para determinar si los incrementos de calcio son causados por entrada del ión desde 
afuera de la célula, o bien si proviene del calcio liberado desde depósitos intracelulares, 
se realizaron ensayos con soluciones externas bajas en calcio en un total de 5 células 
fotorreceptivas (1 horizontal, 4 bipolares). Los resultados mostraron ser variables: en 
algunas células, el aumento de calcio en respuesta a la luz no se modificó al disminuir el 
calcio extracelular, mientras que en dos células se presentó una disminución parcial de 
sus incrementos de calcio interno con el tratamiento, como se ve en los registros de la 
figura 14. Es posible que en estas últimas, la respuesta a la luz por incremento del calcio 
interno requiera tanto de la entrada del calcio externo como la liberación de calcio desde 
depósitos intracelulares. No obstante, un estudio en detalle sobre este aspecto no fue 
realizado pues se salía de los objetivos de esta tesis. 
 
Figura 14. Efecto del bajo calcio extracelular en los incrementos de calcio interno en respuesta a la luz. Serie 
de registros de una célula horizontal obtenidos con el protocolo de 30 ms de luz por cada 8 segundos, junto 
con un estímulo de 5 segundos de luz continua (marcado con flechas). Se observa una disminución parcial 
del incremento de calcio cuando la concentración externa de este ión es baja.  
34 Análisis experimental de la respuesta a la luz en fotorreceptores no convencionales 
 
2.4 Reconocimiento de patrones de respuesta a la luz 
mediante análisis clúster 
En vista de la gran variabilidad de las respuestas ante la luz con las mediciones de calcio 
interno por fluorescencia, y la necesidad de simplificar la enorme cantidad de datos 
extraídos con esta técnica (1026 registros de 469 células estudiadas), se aplicó un 
análisis clúster de series de tiempo para clasificar todos los registros obtenidos (para más 
detalles, ver Métodos).  
2.4.1 Selección de la función de distancia 
Dado que el interés era encontrar patrones que describieran los cambios de calcio, los 
registros fueron estandarizados para ser comparables entre sí (ver Métodos). Una vez 
transformados, los datos se usaron para la selección de la función de distancia que mejor 
representara las diferencias y similitudes entre todos los registros. 
La selección de la función de distancia más adecuada fue basada en los siguientes tres 
criterios: 
1. La amplitud del rango de valores de la distancia calculada: 
 
La función de distancia debe ser capaz de medir una gran gama de contrastes dentro la 
población de datos. Si el rango es pequeño, los elementos aparentan ser muy 
homogéneos (valores cercanos a distancia 0) o igualmente heterogéneos (valores 
confinados en distancias ≠ 0).  mbas situaciones deben evitarse. 
2. La simetría y empinamiento de la distribución de las distancias: 
 
Una distribución de las distancias que sea simétrica y poco empinada implica que la 
función usada para calcularlas no está sobreestimando (sesgos hacia valores altos), 
subestimando (sesgos hacia valores pequeños) y/o concentrando en un rango pequeño 
las distancias (empinamiento). Este criterio se evaluó a través del cálculo de la asimetría 
y curtosis de las distribuciones por cada función (asimetría ideal = 0, curtosis ideal = 0). 
3. La tendencia de la distribución de distancias hacia una distribución normal: 
 
Considerando la multiplicidad de factores que pueden estar involucrados en los cambios 
de fluorescencia y la gran cantidad de distancias calculadas (un total de 526851 para 
1026 elementos), entonces la distribución de los valores debería tender a ser normal, 
según el teorema del límite central. Para evaluar esto, ninguna de las pruebas de 
normalidad comunes pudieron ser usadas (i.e. Test de Shapiro-Wilk) porque el número 
de elementos era mucho mayor al recomendado (máximo n = 5000). Por tal motivo, la 
normalidad de las distribuciones fue evaluada mediante gráficos cuantil-cuantil (Q-Q) 
contra una distribución normal teórica. 
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En la figura 15A se presentan como ejemplo los histogramas estandarizados de tres 
funciones de distancia. Como se puede apreciar, las distribuciones probabilísticas de las 
distancias DTW y COR  muestran un peor desempeño que la Euclídea para el segundo y 
tercer criterio de la selección, ya que manifiestan sesgos hacia la izquierda (DTW), 
derecha (COR) e incluso empinamientos (DTW). Para evaluar con más precisión si estas 
distribuciones tendían a la normal, se utilizaron gráficos Q-Q. En este tipo de gráficos, los 
cuantiles de dos distribuciones son comparados para saber si son iguales o si poseen 
diferencias por la dispersión de sus datos. Si ambas distribuciones fuesen exactamente 
iguales, el gráfico resultaría en un recta con intercepto 0 y pendiente 1 que pasa por 
todos los cuantiles. Las comparaciones de las distribuciones de las distancias con 
respecto a la distribución normal teórica son ilustradas en la figura 15B. El trazo azul 
(COR) y rojo (DTW) se desvían notablemente de su respectiva recta. Por otra parte, los 
puntos del trazo verde (distancia Euclídea) están cercanos a su recta (casi lineal) y sus 
desviaciones son producto de colas en los extremos que poseen mayor frecuencia de la 
esperada en una distribución normal (lo cual denota una varianza más grande).  
La evaluación de cada criterio para las distancias probadas con el conjunto de registros 
se resume en la Tabla 5. La función de distancia seleccionada para el análisis clúster fue 
la Euclídea, puesto que tuvo el mejor desempeño en la evaluación combinada con los 
tres criterios. 
 
Figura 15. Distribución de probabilidad en tres distancias calculadas con los 1026 registros de calcio. Para 
poder comparar las distribuciones, los valores de las distancias fueron estandarizados. Rojo: Distancia por 
distorsión dinámica temporal (DTW). Verde: Distancia Euclídea. Azul: Distancia basada en correlación 
(COR). (A) Histogramas de las distribuciones. La distancia DTW posee un sesgo a valores pequeños y una 
distribución muy empinada. La distancia COR tiene sesgo hacia valores altos y su distribución tiene forma 
aplanada. La distancia Euclídea se distribuye de una forma muy similar a una distribución normal. (B) 
Superposición de gráficos Q-Q de las distribuciones. Las líneas rectas continuas se trazaron para pasar por 
el primer y tercer cuartil en cada distribución (función por defecto en R). La distribución de DTW presenta 
valores muy desviados de la recta, con una cola pesada hacia la derecha (con más frecuencia de la 
esperada en una distribución normal). La distribución de COR tiene forma de curva muy desviada de la recta 
con una cola derecha ligera (con menos frecuencia de la esperada en una distribución normal) y una cola 
izquierda pesada. La distribución de la distancia Euclídea presenta una función casi lineal, con ambas de sus 
colas un poco más pesadas que la normal. 
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Tabla 5. Evaluación de las funciones de distancia probadas con los tres criterios de selección. Cada columna 
de valores está coloreada siguiendo un código, siendo las celdas oscuras aquellas con los peores valores y 
las celdas claras con los mejores. La distancia Euclídea obtuvo la mejor combinación de valores con respecto 
a las otras distancias probadas.  
2.4.2 Validación interna del algoritmo de agrupamiento 
Para completar la validación del algoritmo de clúster completo, el siguiente paso consistió 
en la selección del método de agrupamiento más apropiado. En la actualidad, existen 
una gran cantidad de métodos de agrupación disponibles para los análisis clúster, sin 
embargo, cómo la función de distancia escogida fue la Euclídea, se decidió probar 
solamente algunos métodos de agrupamiento aglomerativo típicos (ver Tabla 6) que 
poseen un buen rendimiento con esta distancia y un costo computacional bajo (Gan y 
Ma, 2007; Mojena, 1977).  
Para evaluar comparativamente el desempeño de cada método, se escogieron unos 
indicadores sencillos que midieran las siguientes tres características de cada clúster: 
1. La compactación de los grupos del clúster 
 
La compactación se refiere a qué tan similares son los elementos que constituyen un 
grupo (ver figura 16). Se midió el grado de compactación en todos los grupos del clúster 
(i) a través de tres indicadores: (1) la media de los promedios (μi) de distancias entre los 
elementos, (2) la media de la diferencia entre el promedio y la mediana (μi – Mi) de las 
distancias, y (3) el promedio de los valores máximos de distancia entre dos elementos 
(diámetro) en todos los grupos. Mientras más bajos sean los valores de estos tres 
indicadores, los grupos serán más compactos. 
 
2. La separación de los grupos del clúster 
 
La separación se refiere a qué tan diferentes son los grupos del clúster entre sí (ver 
figura 16). Se midió el grado de separación de los grupos mediante dos indicadores: (1) 
el promedio de las distancias entre los grupos y (2) la razón del promedio de distancias 
intra-grupos VS el promedio inter-grupos (razón WB). Mientras más altos sean los 
valores del promedio, y más bajos los valores de la razón WB, los grupos serán más 
separados. 
 
Criterio 1 Criterio 3
Rango Asimetría Curtosis Q-Q Normal
ACF Disimilaridad basada en autocorrelación [0 , 5.628] 1.1894 1.2396 Curvo
COR Disimilaridad basada en correlación [0 , 1.998] -0.714 1.0698 Curvo
PER Disimilaridad basada en periodograma [0 , 0.397] 0.9239 1.6912 Curvo
DTW Distorsión dinámica temporal [0 , 39.21] 1.4519 3.9562 Asimétrico
CORT, Euclid, k=3 Correlación temporal con distancia euclidea [0 , 14.49] 0.6085 0.6058 Curvo
Euclid Distancia Euclidea [0 , 7.683] 0.1137 1.1005 Lineal colas pesadas
Distancia Descripción
Criterio 2
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3. El número óptimo de grupos por clúster 
 
Dada la gran variabilidad de los registros (explícita en la distribución de la distancia 
Euclídea con “colas pesadas”), se consideró que un mayor número de grupos describiría 
mejor los posibles patrones de cambios de calcio. Para hallar el número óptimo de 
grupos por cada método de agrupación, se realizaron medidas sucesivas de los 
indicadores anteriormente mencionados con diferente número de grupos extraídos del 
clúster resultante. Se seleccionó aquel número de grupos que tuviese la mejor 
combinación de valores para cada indicador. 
 
 
Figura 16. Ilustración de los conceptos de compactación y separación usados para evaluar los resultados de 
algoritmos de agrupamiento mediante criterios internos. 
 
Tabla 6. Resumen de la evaluación de diferentes métodos de agrupamiento para el análisis clúster. Las 
celdas están codificadas en escala de grises, siendo las más claras aquellas con mejores valores. La 
distancia Ward obtuvo el mejor desempeño global, obteniendo el mayor número de grupos óptimos y con los 
grupos más compactos, aunque no muy separados. 
Como se observa en la Tabla 6, el método de agrupamiento con mejor desempeño fue el 
Ward, pues obtuvo la mejor combinación de valores para cada indicador evaluado. Por 
ende, finalmente se validó el algoritmo de agrupamiento más efectivo para describir 
nuestro conjunto de datos, constituido por la medición de la distancia Euclídea y la 
agrupación de los elementos mediante el método de Ward. 
 
 
Media de μ 
de los grupos
Media de |μ - M| 
de los grupos
Diámetro promedio 
de los grupos
Promedio distancias 
entre grupos
Razón WB
Centroide 2 3.545 0.02 7.683 4.015 0.883
Promedio 15 2.881 0.034 4.128 3.747 0.793
Completo 17 2.834 0.028 4.263 3.628 0.733
Ward 17 2.531 0.02 4.107 3.622 0.743
Compactación Separación
N° óptimo 
de grupos
Método
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2.4.3 Patrones de cambio de calcio interno 
El clúster final resultante luego de la validación del algoritmo de agrupamiento se muestra 
en la figura 17. Los grupos del clúster (en cada recuadro) se clasificaron en función del 
tipo de patrón de cambio entre la línea de base (trazo rojo) y el tratamiento de luz (trazo 
azul) dentro de cuatro grandes categorías: los incrementos estables (3 grupos), los 
incrementos transitorios (2 grupos), los decrementos (7 grupos) y los patrones indefinidos 
o neutros (5 grupos). A continuación, cada categoría será descrita en detalle: 
 
 Incrementos Estables: Patrones con incrementos de calcio mantenidos en el 
tiempo, ya sea con forma de escalón o con forma de rampa. En esta categoría se 
encuentran dos tipos de patrones previamente reportados: las respuestas 
transitorias largas y las respuestas sostenidas (Hernández, A. 2013). 
 
 Incrementos Transitorios: Patrones con incrementos de calcio que vuelven a 
línea de base en el mismo registro. Al igual que los incrementos estables, pueden 
ser verdaderas respuestas causadas por la melanopsina, pero su curso temporal 
sugiere además la presencia de algún proceso de adaptación sensorial 
relativamente rápido. En esta categoría se encuentran patrones muy semejantes 
al de respuesta transitoria previamente reportado (Hernández, A. 2013). 
 
 Decrementos: Patrones con reducción del calcio interno con diversos cursos 
temporales. Considerando que la afinidad del Fluo-4 por el calcio es muy alta (Kd 
= 345 nM), una disminución desde la línea de base con este indicador implicaría 
concentraciones de calcio intracelular por debajo de los límites fisiológicos, dado 
que el calcio es activamente extraído del citoplasma. Por otro lado, el 
blanqueamiento del indicador por la luz, su internalización, u otros errores 
artefactuales también pueden verse como disminuciones de la fluorescencia. En 
base a estas razones, esta categoría no fue considerada dentro de los patrones 
plausibles de respuesta por transducción de estímulos de luz. 
 
 Indefinidos o Neutros: Patrones sin cambio del calcio interno evidente. En esta 
categoría se reúnen los patrones en los que no es posible discernir un cambio 
entre la línea de base y la de tratamiento. Posiblemente son patrones que 
provienen de células que no poseen sensibilidad intrínseca a la luz, así como 
también pueden provenir de células que no manifiestan su detección de luz con 
cambios de calcio interno. 
 
Utilizando estos patrones del clúster, se realizó una clasificación de las células que 
mostraron respuestas a la luz con incrementos de calcio (Tabla 7). Cabe destacarse que 
las células horizontales, bipolares y amacrinas mostraron una proporción de respuestas 
relativamente alta; siendo mayor en las células horizontales (22.6%). 
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Figura 17. Clasificación de los patrones de cambio de calcio interno identificados mediante el análisis clúster 
validado. Izquierda: Dendrograma resultante con un total de 17 grupos. Los números al costado 
corresponden a la cantidad de registros contenidos por cada grupo (el total es 1026). Dentro de cada 
cuadrado, el trazo rojo corresponde al promedio de las líneas de base y el trazo azul al promedio de los 
tratamientos de los registros del grupo. Las categorías de los diferentes patrones están codificadas por 
colores en el clúster: incrementos estables (verde), incrementos transitorios (amarillo), decrementos (rojo) y 
patrones indefinidos o nulos (negro). Derecha: Trazos promedio de los grupos con incrementos de calcio en 
respuesta a la luz. Los registros de cada grupo fueron estandarizados al valor dF/Fmax. Las barras verticales 
miden el error estándar de la media por punto. 
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 TIPO DE CÉLULA  
 Bipolar Horizontal Amacrina Ganglionar TOTAL 
Incremento de 
calcio por luz 
43 14 7 1 65 
Sin respuesta a 
la luz  
269 48 45 42 404 
TOTAL 312 62 52 43 469 
% Células 
responsivas 
13.8 % 22.6 % 13.5 % 2.3 % 13.9 % 
 
Tabla 7. Relación de células que presentaron respuesta a la luz por incrementos de calcio interno en cada 
tipo celular clasificado. 
2.5 Identificación de condiciones óptimas para el diseño 
de experimentos 
Además del reconocimiento de los patrones de cambio de calcio en respuesta a la luz, el 
análisis clúster también permitió simplificar la información contenida en la población de 
registros. Esto significó que los registros de fluorescencia ahora se podían describir sólo 
con una variable categórica compuesta por los patrones de cambio de calcio en los que 
quedaron clasificados. Gracias a esta reducción se podían llevar a cabo análisis 
estadísticos para el descubrimiento de tendencias en los datos. En nuestro caso, los 
análisis se realizaron para encontrar aquellas condiciones experimentales, monitoreadas 
junto con los registros (ver Métodos), donde fue más probable el hallazgo de las 
respuestas a la luz. Con esta información, fue posible diseñar experimentos 
electrofisiológicos con mayor chance de encontrar las células intrínsecamente foto-
sensibles y poder así registrar el concomitante eléctrico de sus respuestas. 
 
Para tal fin, la técnica estadística elegida fueron las tablas de contingencia, las cuales 
permiten visualizar las tendencias de los datos en matrices de frecuencia y evaluar con 
pruebas estadísticas si dichas tendencias son sólo producto del azar. Sin embargo, es de 
notar que este análisis no permite encontrar relaciones causales entre las variables, sino 
sólo correlaciones.  
 
Un ejemplo se muestra en la tabla 8, dónde se evaluó la incidencia de un cambio en el 
protocolo del tratamiento enzimático (Sólo Pronasa VS Pronasa + Tripsina) sobre la 
ocurrencia de patrones en los registros. Se observó que la digestión enzimática de 
pronasa con tripsina está más asociada a registros con incrementos de calcio (34.2%) 
que la digestión con sólo pronasa (16.5%). Esta correlación ofrece un indicio 
probabilístico: hay mayor chance para encontrar respuestas en el tratamiento enzimático 
de pronasa y tripsina que cuando sólo se usa pronasa. Es posible que el protocolo 
enzimático facilite la disociación mecánica de las células, lo cual mejore la preservación 
de su funcionalidad. Ahora bien, para evaluar si esta tendencia es estadísticamente 
significativa, se aplicó una prueba con el Chi-cuadrado de Pearson, con un nivel de 
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significancia del 95% (α = 0.05). El p-valor obtenido fue mucho menor que el nivel de α, 
por lo tanto se comprobó con certeza la existencia de esta tendencia. 
 
Tabla 8. Ejemplo del análisis de tendencias por tablas de contingencia. En este caso, se está evaluando la 
incidencia de dos protocolos de digestión enzimática (Sólo Pronasa y Pronasa + Tripsina) en la obtención de 
patrones de incremento de calcio interno. La ocurrencia de las combinaciones entre las variables evaluadas y 
su porcentaje relativo a cada tratamiento enzimático se especifica en cada casilla de la tabla. La digestión 
con Pronasa + Tripsina mostró más registros con incremento de calcio y esta tendencia no fue producto del 
azar, demostrado por un valor p < 0.001, mucho menor que el nivel de significancia de α establecido al 5%. 
En la tabla 9 se resumen los resultados más importantes de estos análisis. Los 
descubrimientos más llamativos fueron la selección del día de desarrollo del embrión, la 
incidencia de las horas del día y la independencia de los protocolos de estimulación con 
luz para hallar células con incrementos de calcio interno. Todas las condiciones y 
factores que se consideraron óptimos a través de este análisis para el hallazgo de células 
foto-sensibles de la retina fueron implementados en el laboratorio, con el fin de facilitar la 
búsqueda de estas células en experimentos posteriores.  
 
Variables experimentales 
Categorías 
óptimas 
p (α = 0.05) 
Tratamiento Enzimático Pronasa + Tripsina < 0.001 
Tipo de Célula 
1) Horizontal, Bipolar 
2) Amacrina 
< 0.001 
Desarrollo del embrión E15-E16 0.001 
Hora de registro Después de las 5 pm < 0.001 
Tiempo relativo de registro Sin óptimo 0.598 
Protocolo de estimulación con luz Sin óptimo 0.411 
   
Tabla 9. Resumen de los análisis por tablas de contingencia realizados con varias condiciones monitoreadas 
junto con los registros. Las condiciones que presentaron mayor frecuencia de respuestas a la luz con 
incremento del calcio interno están resaltadas en azul. 
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2.6 Respuestas electrofisiológicas ante estímulos de luz 
Una vez determinadas las condiciones experimentales idóneas para optimizar la 
probabilidad de encontrar células con incrementos de calcio gatillados por iluminación, se 
prosiguió a identificar posibles respuestas eléctricas producto de la foto-estimulación. 
2.6.1 Modulación por luz de corrientes voltaje-dependientes  
En ciertos tipos de células horizontales que expresan melanopsina en la retina de 
algunos peces, se ha reportado la modulación de corrientes voltaje-dependientes 
causada por estímulos de luz de larga duración e intensidad (Cheng et al., 2009; Jenkins 
et al., 2003). Con base en este descubrimiento, se realizaron pruebas de registro 
electrofisiológico monitoreando corrientes activadas por despolarización bajo diferentes 
tratamientos de luz. La figura 18 muestra registros de las únicas dos células (ambas 
bipolares) que mostraron respuesta con estos protocolos. En ambos casos se observó 
que la luz causaba un decremento selectivo y reversible en la amplitud de las corrientes 
de entrada voltaje-dependientes.  
 
 
 
Figura 18. Modulación de la corriente de entrada por estímulos de luz en dos células bipolares. VEst: Voltaje 
despolarizante para activar la corriente de entrada en cada célula. (A) Célula bipolar mantenida a -50 mV y 
estimulada con una despolarización de +30 mV. Después del primer registro de corriente, la célula fue 
expuesta a la luz concentrada de una lámpara de tungsteno por 5 segundos continuos y pasado un minuto se 
realizó el segundo registro dónde la corriente desaparece. Luego de 9 minutos de oscuridad, la corriente de 
entrada retornó. (B) Corriente medida en una célula bipolar en respuesta a un estímulo que  despolarizó el 
potencial de membrana a -10 mV. Posteriormente se aplicó un protocolo de estimulación con luz que 
consistió en 30 destellos de luz de 50 ms de duración, cada uno separado por 6 segundos, usando la 
lámpara de fluorescencia. Inmediatamente después de los destellos la corriente de entrada producida por 
despolarización sufrió una notable atenuación, y 2 minutos después la corriente retornó.  
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2.6.2 Foto-corrientes de entrada 
Los resultados anteriores demuestran que en pollo los efectos modulatorios de la luz 
(previamente descritos en células horizontales de peces) se extienden a otros tipos de 
neuronas de la capa nuclear interna. Sin embargo, hasta la fecha no se habían reportado 
corrientes iónicas directamente gatilladas por foto-estimulación. Para evaluar esta 
posibilidad, se llevaron a cabo registros de corriente bajo un potencial de membrana fijo, 
y se examinaron posibles cambios producidos por la aplicación de la luz de fluorescencia 
con el objetivo de 40X. Usando la técnica de ‘perforated-patch’, la cual es mínimamente 
invasiva, se detectó que en algunas células la iluminación induce una corriente de 
membrana. En total, siete células (1 bipolar, 4 amacrinas y 2 horizontales) mostraron una 
foto-corriente de entrada lenta y transitoria, con un curso temporal similar al de las foto-
corrientes reportadas en ipRGCs de mamíferos (Wong et al., 2005). Sin embargo, la 
amplitud de estas respuestas resultó ser de solo unos pocos picoamperios, con una 
relación señal/ruido muy pobre, lo cual dificultaba su identificación. Para facilitar la 
visualización y el consecuente análisis de los registros se aprovecharon dos condiciones 
en la fotorrespuesta (ver figura 19). En primer lugar, como el curso temporal de la foto-
corriente era bastante más lento que la frecuencia del ruido de fondo, los registros 
obtenidos podían ser ulteriormente filtrados para disminuir ruidos de frecuencias más 
rápidas. Por esta razón, se aplicó un filtro digital de Gauss con frecuencia de corte a 2 
Hz, pasado 5 veces sobre cada uno de los trazos en los registros (ver Figura 19A). En 
segundo lugar, dado que las células podían responder repetidas veces y de la misma 
manera ante estímulos de luz iguales, también fue posible promediar varios trazos para 
anular parte de la varianza asociada al ruido, resultando en trazos más limpios (ver 
Figura 19B). 
 
Otra estrategia para mejorar la relación señal/ruido de las respuestas a la luz sería tratar 
de incrementar su amplitud. Cómo estas fotocorrientes son de entrada, la aplicación de 
voltajes hiperpolarizantes en la membrana aumentaría la fuerza motriz sobre los iones 
que se movilizan. Para examinar esta idea, se realizaron varios ensayos registrando la 
foto-corriente a un mismo estímulo de luz, pero a diferentes voltajes de mantenimiento. 
En la figura 20 se ilustran los registros filtrados de una célula amacrina, estimulada 
repetidamente con luz; su potencial de membrana se mantuvo inicialmente a -40 mV  y 
luego se hiperpolarizó a -50 y a -60 mV. Contrariamente a lo esperado, la 
hiperpolarización disminuyó de una manera reversible la amplitud de la foto-corriente. 
Esto indica la presencia de un fenómeno de rectificación en los canales iónicos que 
median la respuesta. Con base en este resultado, se determinó que es preferible llevar a 
cabo los registros a voltajes no muy negativos. 
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Figura 19. Ejemplos de corrientes en respuesta a la luz de dos células amacrinas. (A) Registro de corriente 
basal con una fotocorriente pequeña en respuesta a 5 segundos de luz. El trazo rojo es el resultado de un 
filtrado digital del registro con una frecuencia de corte de 2 Hz. Sin el filtrado, sería muy difícil determinar la 
amplitud de la respuesta pues apenas sobresale del ruido. (B) Trazo promedio (color negro) de tres registros 
obtenidos tras estimular la célula con 2 segundos de luz en cada uno. Los trazos a color corresponden a los 
registros originales. 
 
Figura 20. Rectificación de la foto-corriente a voltajes hiperpolarizantes en una célula amacrina. Primero se 
registró la respuesta a la luz con un voltaje de mantenimiento de -40 mV (trazo rojo cobre), luego se registró 
a -50 y -60 mV, y finalmente se retornó a -40 mV (trazo morado) para confirmar que la reducción en la foto-
corriente no se debía a un deterioro de la respuesta. El estímulo fue de 800 ms de exposición a la luz de 
fluorescencia. 
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Aprovechando la posibilidad de obtener múltiples réplicas de respuestas a la luz en una 
misma célula, se probaron diferentes exposiciones a la luz para encontrar el rango de 
estimulación apropiado para estos fotorreceptores. La cantidad de luz se manipuló 
variando la duración del estímulo (de 80 ms a 5 s), cuya intensidad se mantenía fija 
(9.73∙1015 fotones∙s-1∙cm-2, ver Métodos). El producto de este análisis aparece en la figura 
21, dónde se observa la serie compilada de registros promedio y su correspondiente 
relación estímulo-respuesta. Los datos de corriente máxima en los registros fueron 
ajustados a una función hiperbólica con asíntota en 7.3 pA, que muestra una densidad de 
fotones necesaria para suscitar el 50% de la respuesta (K50) a 2.04∙10
15 fotones∙cm-2, o 
bien cerca de 200 ms de exposición a la luz de estimulación usada. 
 
 
Figura 21. Relación Estímulo-Respuesta de la foto-corriente de entrada en varias células. (A) Trazos filtrados 
y promediados de las células con las respuestas más amplias ante diferentes estímulos de luz. Número de 
trazos por tratamiento: Luz 80 ms (n=1), Luz 200 ms (n= 4), Luz 500 ms (n=4), Luz 800 ms (n=3), Luz 2 s 
(n=3), Luz 5 s (n=4). La magnitud de la respuesta incrementa con mayores tiempos de exposición a la luz. 
(B) Gráfico de las amplitudes máximas de la foto-corriente registradas en función del estímulo de luz 
aplicado. Los puntos fueron ajustados a un hipérbola con asíntota (BMAX) a 7.3 pA y punto medio al máximo 
(K50) a 2.04∙10
15
 fotones∙cm
-2
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Con el objetivo de explorar las bases iónicas de estas fotocorrientes, se realizaron 
pruebas iniciales para evaluar el papel del calcio externo en la foto-corriente. Para ello, 
se usaron estímulos saturantes de 2 y 5 s de exposición a la luz de fluorescencia, de 
manera que cualquier cambio causado por la ausencia de calcio extracelular fuera más 
evidente respecto al ruido del registro. El tratamiento con bajo calcio se aplicó en dos 
células (ver Figura 22), que mostraron una disminución sustancial de sus fotocorrientes.  
.   
 
Figura 22. Efecto del bajo calcio externo sobre la foto-corriente de entrada. Los trazos de la izquierda se 
obtuvieron de una célula amacrina, mientras que los de la derecha son de una célula horizontal. Los registros 
de ambas células fueron filtrados digitalmente. 
2.6.3 Presencia de foto-corrientes de salida 
En el proceso de búsqueda de respuestas eléctricas a la luz de las células de la capa 
nuclear interna de la retina, se encontró un caso excepcional de una célula horizontal con 
foto-corrientes de polaridad opuesta a las antes descritas. Esta respuesta tuvo un curso 
termporal mucho más rápido que las foto-corrientes de entrada, con menos de 2 
segundos de llegada al pico máximo luego de la estimulación con luz (ver Figura 23). 
Además, presentaba un comportamiento bifásico de la corriente ante los estímulos de luz 
más débiles (80-500 ms), iniciando con una corriente de salida y terminando con una 
corriente de entrada sostenida con respecto a su corriente basal. Por otro lado, esta 
respuesta no presentó muestras de saturación dentro del rango de estimulación 
empleado; a diferencia de las foto-corrientes de entrada, dónde se apreciaba una 
saturación ante exposiciones de luz entre 1 y 5 s. En cambio, esta respuesta de salida se 
comportó casi linealmente ante los estímulos de luz. Una posibilidad es que la célula 
haya presentado un proceso de adaptación por luz muy rápido, aumentando así su rango 
dinámico luego de los primeros estímulos de luz.  
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Figura 23. Relación Estímulo-Respuesta en la foto-corriente de salida. (A) Registros filtrados de una serie de 
estímulos con diferentes intensidades de luz en una célula horizontal. La magnitud de la respuesta 
incrementa con mayores tiempos de exposición a la luz. (B) Gráfico de la corriente máxima en función del 
estímulo de luz aplicado de la serie de intensidades. La curva no parece llegar a un ningún punto de 
saturación con los estímulos ensayados. 
2.6.4 Cálculo de resistencia de membrana 
Aunque la evidencia anterior demuestra la existencia de corrientes activadas 
directamente por luz en algunas neuronas de la capa nuclear interna de la retina de pollo, 
su tamaño diminuto despierta la inquietud acerca del posible impacto de estas foto-
corrientes sobre el potencial de membrana. Puesto que por la ley de Ohm los cambios de 
voltaje son proporcionales a la resistencia de la membrana, se realizó un cálculo de este 
parámetro en un grupo representativo de neuronas. Para este propósito, sólo se usaron 
células con un buen acceso del electrodo de ‘patch-clamp’ a su interior  (sin artefactos de 
resistencia en serie) y que mostraran buen estado de salud, evidenciado por la presencia 
de corrientes de entrada activadas por despolarización. En el cálculo, se utilizó la medida 
de la corriente de fuga generada por un pulso de voltaje que no activase canales voltaje-
dependientes; luego se sustituyeron los valores en la ecuación V/I = R. Cómo se ilustra 
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en la figura 25, las células bipolares (n = 18) y horizontales (n = 5) arrojaron un valor de 
resistencia de membrana muy similar, entre 2 y 3 GΩ; en cambio, las células amacrinas 
(n = 3) tuvieron un promedio de 1.3 ± 0.3 GΩ.  on base en estos resultados, se puede 
estimar que una corriente con una amplitud de 5 pA, similar a las foto-respuestas 
observadas, puede producir una despolarización entre 5 y 15 mV. 
 
 
Figura 24. Resistencia de membrana promedio en células disociadas de retina. Bipolares (n = 18), 
Horizontales (n = 5) y Amacrinas (n = 3). Para el cálculo se seleccionaron los registros de células saludables 
sin artefactos de resistencia en serie. Las barras verticales negras corresponden al error estándar por 
promedio.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
3. Discusión 
El descubrimiento de nuevos fotorreceptores en vertebrados ha desembocado en un 
cambio de paradigma sobre la evolución y funcionamiento del sistema visual. 
Clásicamente se consideraba que conos y bastones, células de origen ciliado, eran las 
únicas encargadas de la transducción de estímulos lumínicos; mientras las demás 
neuronas en la retina se encargaban de transmitir su información visual. Bajo esta 
mirada, todas las funciones de la visión espacial (cómo la formación de imágenes) y la 
no-espacial (por ejemplo, la sincronización del ritmo circadiano) emergían solamente del 
procesamiento de la señal obtenida por estos fotorreceptores convencionales. No 
obstante, en la actualidad se conoce la existencia de otros linajes de células 
fotorreceptivas, similares a las células rabdoméricas de invertebrados, que median parte 
de las funciones antes atribuidas sólo a las células ciliadas; particularmente, la detección 
de características no espaciales de la luz ambiental. A diferencia de los conos y 
bastones, estas células pertenecen a subgrupos de interneuronas en la capa ganglionar 
de la retina (ipRGCs), las cuales poseen foto-sensibilidad intrínseca mediada por 
melanopsina. Luego de casi 12 años desde su descubrimiento, aún se desconocen los 
detalles de su mecanismo de foto-transducción a causa de las dificultades para su 
estudio, derivadas de su extrema escasez en la retina de mamíferos; su principal modelo 
experimental (Berson et al., 2002). Además, los acercamientos que han empleado 
expresión heteróloga de la melanopsina en líneas celulares o en ovocitos han arrojado 
resultados contradictorios, debido a que el receptor implantado puede acoplarse de una 
manera promiscua a proteínas G endógenas no necesariamente relacionadas con la del 
sistema nativo. Considerando estas dificultades, los esfuerzos de varios grupos de 
investigación se han aunado en la búsqueda de modelos animales que faciliten el estudio 
de estas nuevas células fotorreceptivas. De todos los candidatos, el pollo ha demostrado 
ser el organismo con mayor expresión de melanopsina en su retina, ya que ésta no se 
ciñe a pocas células ganglionares, sino se encuentra también en una amplia banda de 
células de la capa nuclear interna (CNI). Sin embargo, este modelo no había sido objeto 
de investigación fisiológica: en primera instancia, el funcionamiento de las células que 
componen su retina era escasamente conocido, y lógicamente, el conocimiento sobre la 
funcionalidad de la melanopsina en las células de su CNI era completamente nulo.  
 
Ante la carencia de estudios electrofisiológicos de las células retinales del pollo, en este 
trabajo se inició la caracterización de las células disociadas de su retina con el fin de 
demostrar su viabilidad como modelo de estudio. En la muestra de células evaluadas, se 
encontraron corrientes de salida voltaje-dependientes de potasio mediadas por canales 
rectificadores lentos, y a veces con corrientes transitorias de tipo A; ambas presentes en 
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células disociadas de la retina de primates (Han et al., 2000), peces (Lasater, 1986), y 
ratas (Lipton y Tauck, 1987). No obstante, se encontró que las células de la capa nuclear 
interna de la retina compartían las mismas corrientes de entrada de cinética rápida, como 
las observadas en células ganglionares, que en teoría son las únicas neuronas retinales 
que generan potenciales de acción para la transmisión de señales aferentes por el nervio 
óptico. Este hallazgo plantea la posibilidad de que células horizontales, bipolares y 
amacrinas en la retina de pollo sean capaces de producir señales regenerativas, en 
contra de la creencia de que sólo transmiten potenciales pasivos dada la corta extensión 
de sus procesos neuronales. 
 
Al examinar las bases iónicas de estas corrientes de entrada voltaje-dependientes en las 
neuronas retinales del pollo, se encontró que están mediadas enteramente por un influjo 
de Na+ a través de la membrana. En aparente contradicción a este hallazgo, también se 
observó una disminución de dicha corriente al reducir la concentración del calcio 
extracelular, sin embargo este efecto puede atribuirse a la anulación del “apantallamiento 
eléctrico” del calcio en la membrana cuando se redujo su presencia al exterior de la 
células (ver Figura 26). En condiciones fisiológicas, gran parte de las cargas superficiales 
negativas de la membrana (por ejemplo, fosfolípidos aniónicos, o residuos de ácido 
siálico adheridos a canales) se encuentran neutralizadas por iones de calcio adsorbidos a 
la superficie. Al eliminar el calcio extracelular, las cargas negativas no quedan 
compensadas, generando un voltaje trans-membrana más despolarizado que el 
reportado por el circuito de ‘patch-clamp’. Esto provoca, por una parte, una supuesta 
reducción del potencial umbral, y simultáneamente, una mayor inactivación estacionaria 
de los canales voltaje-dependientes de sodio que reduce la fracción disponible para 
activarse con cada estímulo de voltaje (Frankenhaeuser y Hodgkin, 1957). El resultado 
final es una reducción de la corriente de entrada al bajar el calcio externo, lo cual podría 
malinterpretarse cómo un efecto de la eliminación de un ión permeante por los canales. 
 
Para caracterizar ulteriormente las propiedades eléctricas de la población de células 
disociadas de la retina del pollo se requerirán más estudios electrofisiológicos, sobre todo 
si se considera la enorme variedad de neuronas existentes en este tejido visual (Kolb et 
al., 1992; MacNeil and Masland, 1998). Aún así, es evidente que las células de retina que 
fueron aisladas con este método de dispersión resultaron viables, morfológicamente 
diferenciables, y además, que se pudo garantizar la integridad de sus señales eléctricas 
sin la interferencia generada por la comunicación intercelular con otras neuronas en la 
retina. 
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Figura 25. Ilustración del “efecto pantalla” causado por los iones de calcio en la superficie extracelular de la 
membrana plasmática. (A) Los iones de calcio compensan las cargas negativas de la región extracelular, de 
manera que el potencial de membrana (Vm) corresponde al mismo potencial de mantenimiento generado por 
el circuito de voltage-clamp (Vh). (B) Cuando los iones de calcio son removidos de la solución extracelular, se 
produce un potencial de membrana menor al potencial de mantenimiento, pues las cargas negativas en la 
superficie de la membrana generan una caída adicional del potencial.  
En este trabajo, tras haber realizado una caracterización funcional preliminar de las 
células retinales del pollo, se encontró la presencia de foto-sensibilidad intrínseca en un 
conjunto de células horizontales, bipolares y algunas amacrinas. Este hecho concuerda 
con la detección de melanopsina reportada en cortes fijados de retina, dónde la 
expresión del fotopigmento se ubica predominantemente en la zona más externa de la 
CNI, con algunos marcajes en su zona interna (Hernández, A, 2013; Tomonari et al., 
2005); justamente donde residen estas células en la retina. Aunque nuestros resultados 
no demuestren fehacientemente que la melanopsina es la encargada de las 
fotorrespuestas que encontramos, consideramos plausible esta atribución. Un argumento 
que apoya esta noción es la relativa abundancia y diversidad de neuronas fotosensibles 
(23% de células horizontales, 14% bipolares y 13% amacrinas mostraron respuestas a la 
luz - comparada con la estimación reportada para la retina de mamíferos 1%, solamente 
en la capa de las células ganglionares, Berson et al., 2002); este patrón es acorde con el 
grado y la localización del marcaje por anticuerpos anti-melanopsina en ensayos de 
inmunofluorescencia. Con base en estos resultados, consideramos insoslayable la idea 
de que existen varios subtipos de fotorreceptores no convencionales, dentro de las 
clases morfológicas definidas (e.g. bipolares, horizontales), que posiblemente estén 
dedicados a una función específica dentro de la retina del pollo. Esta situación no es 
inconcebible si partimos del ejemplo de los múltiples subtipos de ipRGCs presentes en 
rata (Schmidt y Kofuji, 2009), si tenemos en cuenta la presencia de dos subtipos de 
melanopsina (Opn4x y Opn4m) en el pollo (Tomonari et al., 2005, 2007), y además si 
consideramos la variación de los patrones de incremento del calcio interno determinados 
en este trabajo. 
 
Otro hecho que sugiere una relación de la melanopsina con estos incrementos de calcio, 
es que la movilización interna de este ión también se observa en muchas otras células 
retinales con expresión comprobada de melanopsina, como en las ipRGCs del mismo 
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pollo (Contin et al., 2010), de rata, ratón (Do and Yau, 2013; Graham et al., 2008), y en 
fotorreceptores del cordado basal Amphioxus (Gómez et al., 2009). Tanto en roedores 
como en Amphioxus se demostró que la respuesta a la luz es sensible a inhibición de 
fosfolipasa C, lo cual aboga por una cascada de señalización por hidrólisis de 
fosfoinositidos. En las células fotosensibles de pollo, el incremento de calcio por luz 
presentó un componente impasible ante la disminución de calcio extracelular (como el 
reportado para Amphioxus), sin embargo, también se observó que una porción de la 
respuesta sí se redujo en estas condiciones. Este otro componente podría deberse a la 
activación de canales de tipo TRP con permeabilidad al Ca2+, como ocurre en la 
membrana plasmática de algunos fotorreceptores rabdoméricos (Angueyra et al., 2012; 
Hardie y Raghu, 2001).  
 
En soporte de la anterior conjetura, se encontraron fotocorrientes mediadas por el influjo 
de calcio en células fotosensibles de la retina de pollo. Estas novedosas corrientes 
gatilladas por estímulos de luz son similares a las halladas en ipRGCs de mamífero, 
siendo corrientes netamente de entrada a la célula y con un pico de respuesta varios 
segundos después de una luz fuerte (Berson et al., 2002; Schmidt and Kofuji, 2009; 
Wong et al., 2005). No obstante, a diferencia de las células fotosensibles del pollo, en 
ipRGCs el calcio no parece ser el principal ión permeante involucrado en la foto-corriente 
(Do et al., 2013). Otra diferencia es la amplitud de sus foto-corrientes, pues en respuesta 
a estímulos saturantes, la menor amplitud de corriente reportada en ipRGCs, del subtipo 
M2, posee un pico de ≈ 60 p ; en cambio, la mayor foto-corriente observada en células 
de pollo fue de casi 8 pA. Con esta pequeña amplitud, no es de extrañar que estas foto-
corrientes hayan podido pasar desapercibidas en muchos otros estudios de retina en 
vertebrados inferiores. Sin embargo, si se consideran los 1 - 3 GΩ de resistencia de 
membrana calculada en estas células, esta pequeña foto-corriente podría suscitar un 
cambio del potencial entre 8 y 24 mV, más que suficiente para alterar el estado de 
canales voltaje-dependientes, y modular la liberación de vesículas con neurotransmisores 
para transmitir una señal. Es de notar que esta amplitud estimada del cambio de voltaje 
que podría inducirse por una luz saturante en estas células es comparable con los 11 mV 
de máxima despolarización ante la luz vista en ipRGCs del subtipo M2 de la retina de 
ratas (Schmidt y Kofuji, 2009). Por otro lado, la sensibilidad a la luz entre las células foto-
sensibles del pollo y las ipRGCs de mamífero parece ser también muy similar: el K50 de la 
respuesta en pollo es de 2∙1015 fotones∙s-1∙cm-2, mientras en las ipRGCs se ubica entre 3 
y 4∙1015 fotones∙s-1∙cm-2 (Do et al., 2013). Este hallazgo reforzaría la idea de que los 
fotorreceptores convencionales del pollo se encargan de la detección de estímulos de 
irradiancia ambiental, tal y como se reporta para ipRGCs. 
 
Otro tipo de fotorrespuesta eléctrica que se encontró fue la foto-corriente de salida, 
aunque fue encontrada únicamente en una célula horizontal de la retina de pollo. Dicha 
respuesta a la luz presentó un curso temporal bifásico (corriente de salida y luego de 
entrada) y mucho más rápido que las foto-corrientes de entrada vistas en las demás 
células registradas, pero con una sensibilidad mucho menor ante los mismos estímulos 
de luz que saturaban las foto-corrientes de entrada. Considerando su polaridad opuesta y 
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comportamiento bifásico, es posible que esta respuesta esté mediada por una cascada 
de foto-transducción diferente, posiblemente involucrando otro tipo de opsina. Una 
fotorrespuesta eléctrica con un comportamiento muy similar se ha reportado en algunas 
células horizontales del pez rutilo con expresión de VA opsina, las cuales generan 
hiperpolarización inicial seguida de una fase despolarizante ante estímulos de luz 
(Jenkins et al., 2003). Sin embargo, hasta el momento no se ha demostrado que exista 
expresión de VA opsina en la retina de pollo, a pesar de algunos intentos para ubicarla 
usando ensayos de hibridación in situ con un constructo de cADN específico para la 
opsina (Tomonari et al., 2007). 
 
Adicionales a estas corrientes eléctricas directamente gatilladas por estímulos de luz, se 
hallaron dos casos de células bipolares donde hubo disminución de las corrientes de Na+ 
voltaje-dependientes ante estímulos de luz prolongados. Esta respuesta es análoga a la 
disminución de corrientes de entrada de Ca2+ voltaje-dependientes mediada por 
melanopsina en células horizontales de bagre (Cheng et al., 2009). A diferencia del 
cambio minúsculo de la corriente en las células del bagre, la estimulación lumínica sobre 
ambas células retinales de pollo causó una reducción total de sus corrientes de entrada. 
Este podría ser un importante mecanismo ulterior por el cual la luz ejercería un control 
directo sobre el funcionamiento de neuronas de la retina.  
 
Considerando la abundancia y localización del conjunto de células intrínsecamente 
fotosensibles en la CNI de la retina de pollo, es muy probable que su función no esté 
limitada a la detección de ciclos circadianos para el ajuste del reloj biológico maestro que 
reside en el núcleo supraquiasmático del hipotálamo, como es el caso de las contadas 
ipRGCs, sino que estén involucradas también en otras funciones. Una posibilidad 
interesante es el foto-entrenamiento de un reloj biológico local en la calibración del ritmo 
circadiano exclusivo de la retina. En experimentos de enucleación ocular, se ha visto que 
la retina de vertebrados inferiores puede mantener en fase los ciclos diurnos y nocturnos 
asociados a su funcionamiento, como lo son el reemplazo de los discos de los 
segmentos externos en los fotorreceptores, o la síntesis de dopamina/melatonina retinal 
(Iuvone et al., 2005). Cabe la posibilidad de que el ajuste de este “reloj retinal” en el pollo 
esté en manos de sus interneuronas fotosensibles en la CNI, ya que no se conoce que 
ninguna célula ganglionar proyecte procesos neuronales para transmitir su señal de 
vuelta a la retina (incluyendo ipRGCs); y además, porque constituye una solución más 
parsimoniosa comparada a la de usar redundantemente la información visual captada por 
conos y bastones, ya que estas funciones requieren tiempos de integración bastante 
largos.  
 
Por otro lado, es claro que las funciones fotorreceptivas de las células horizontales, 
bipolares y amacrinas fotosensibles dentro de la retina de pollo deben modular también 
las funciones convencionales que llevan a cabo en la visión formadora de imágenes, ya 
que su abundancia hace inevitable que participen de las redes neurales que en última 
instancia proyectan al tálamo. En el caso de las células horizontales y amacrinas, 
encargadas del flujo lateral de la información visual, la foto-transducción intrínseca de los 
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estímulos de luz probablemente influya en los mecanismos de adaptación sensorial 
asociados al tamaño y forma de los campos receptivos en la retina (bajo el modelo del 
‘center surround’). En cambio, en las células bipolares, encargadas del flujo vertical de 
información, la foto-estimulación posiblemente module la señal obtenida de conos y 
bastones bajo la influencia de dos mecanismos diferentes: el primero, por la generación 
de una señal propia (como la fotocorriente gatillada directamente por luz) que se combina 
con la señal original transmitida. El segundo, por la alteración de la actividad de canales 
voltaje-dependientes mediada por luz, podría transformar un paso de amplificación de la 
señal recibida, o bien podría modificar la frecuencia de disparo de las hipotéticas señales 
regenerativas en estas neuronas. 
 
En conjunto, los resultados obtenidos a través de este trabajo demuestran que la retina 
de pollo es un modelo que posee una batería numerosa de fotorreceptores no 
convencionales, con sensibilidad probablemente mediada por melanopsina y con mayor 
accesibilidad que otros modelos experimentales de vertebrados. Sin embargo, muchas 
preguntas aún subyacen: por ejemplo, (1) ¿qué mecanismos efectores son los 
responsables de la fotorrecepción en estas células?, (2) ¿qué papel juega exactamente 
esta foto-sensibilidad intrínseca de algunos elementos en la capa interna de la retina de 
pollo?, y (3) ¿existen efectos adicionales causados por la luz que sean eléctricamente 
silenciosos en estos nuevos fotorreceptores? 
 
Pese a las inquietudes que quedan pendientes sobre los mecanismos y el rol fisiológico 
de esta nueva familia numerosa y diversa de foto-sensores en la retina del pollo, 
ciertamente los datos obtenidos apoyan un nuevo paradigma sobre el funcionamiento del 
sistema visual en vertebrados. El esquema tradicional de procesamiento de la luz 
contemplaba una secuencia lineal en la cual solo el primer eslabón (conos y bastones) 
conformaban el paso foto-sensible, mientras los demás elementos se encargarían del 
procesamiento ulterior de la información lumínica transducida por dichas células. En 
cambio, ahora se vislumbra una organización radicalmente diferente, en la cual la 
detección de la luz es distribuida en múltiples elementos fotorreceptivos, de manera que 
el procesamiento de la información visual se torna más paralelo, en lugar del modelo 
estrictamente secuencial antes concebido.            
 
 
 
 
 
 
 
  
 
4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
 La retina disociada del embrión de pollo es un modelo viable para el estudio de la 
fotorrecepción no convencional atribuida a la melanopsina. 
 Las células de la capa nuclear interna de la retina de pollo presentaron foto-
sensibilidad intrínseca, manifiesta por incrementos de calcio interno, y corrientes 
de entrada y de salida en respuesta a la luz. 
 Existe modulación de corrientes de entrada voltaje-dependientes en respuesta a 
estímulos lumínicos en células bipolares de la retina del pollo 
.  
4.2 Recomendaciones 
 
Se recomienda realizar estudios combinados con indicadores de calcio fluorescentes y 
electrofisiología para examinar la relación entre los incrementos de calcio interno y las 
respuestas eléctricas ante estímulos de luz. 
 
Adicionalmente, se proponen continuar los estudios que diluciden la cascada de foto-
transducción en las células fotosensibles del pollo usando fármacos específicos, cómo 
antagonistas de la fosfolipasa C (por ejemplo, U-73122) o agonistas de fosfoinositodos 
(OAG, IP3R) sobre las foto-corrientes aquí descritas.  
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